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RESUMEN 
 
Los receptores de glutamato NMDA (RNMDA) están involucrados en aprendizaje y 
formación de una nueva memoria. Son fundamentales en la codificación y “almacenamiento” de  
información y necesarios en la evocación. Juegan un rol crítico en el establecimiento y 
mantenimiento de plasticidad sináptica y en la formación y estabilización de las sinapsis durante el 
desarrollo. Los RNMDA son heterotetrámeros compuestos por dos subunidades GluN1, 
obligatorias para el ensamblado, y dos subunidades regulatorias: GluN2 (A, B. C o D) o GluN3 (A o 
B). GluN2A y GluN2B son las subunidades regulatorias más abundantes en telencéfalo, 
especialmente en regiones del SNC relacionadas con memoria y aprendizaje, como hipocampo, 
amígdala y corteza prefrontal (CPF). 
En este trabajo de Tesis, nos propusimos evaluar si la adquisición de distintos tipos de 
aprendizaje y la inducción de plasticidad sináptica producían cambios en los niveles de las 
subunidades GluN1, GluN2A y GluN2B del RNMDA.  
En la primera parte, se analizaron posibles cambios en las subunidades del RNMDA 
durante la  consolidación y luego de la evocación de una memoria. Se entrenaron ratas Wistar en 
distintos paradigmas: habituación al campo abierto (CA), reconocimiento de objetos (RO) y 
localización espacial de objetos (LO). Luego del entrenamiento o del testeo, los animales fueron 
eutanasiados y se extrajeron hipocampo, CPF y amígdala para ser analizadas por western blot 
(WB). 
Los animales de 1, 2, 3  y 12 meses se habituaron al CA durante la sesión de 5 minutos. En 
los animales de 1, 2 y 3 meses pero no en los de 12 meses, los niveles de las subunidades GluN1 y 
GluN2A aumentaron en hipocampo, 70 minutos después de una sesión de CA capaz de generar 
habituación al ambiente. Este aumento es transitorio, ya que los niveles disminuyen 
significativamente, siendo indistintos del control a los 90 minutos. Por otro lado, 70 min luego de 
la evocación de una memoria reciente  (1 día) o de una memoria remota (2 meses), hubo un 
aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A en la CPF, involucrando a esta estructura en “el 
almacenamiento” o “persistencia de la traza” de esa memoria del ambiente.  También hubo 
aumento de GluN1 y GluN2A en hipocampo, 70 min luego del entrenamiento en el CA con dos 
objetos novedosos (igual para RO y LO), lo que permite sugerir que podría tratarse de un 
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mecanismo general relacionado con la formación de una memoria espacial. Por otra parte, 70 min 
después del test de LO, hubo un aumento de GluN1 y una disminución de GluN2B en hipocampo, 
mientras que no se detectaron cambios luego del testeo de RO, lo que podría ser explicado porque 
el RO es independiente del hipocampo (en esta etapa, en que se trata de la discriminación de 
objetos), mientras que LO sí depende de dicha estructura. Aunque los cambios detectados indican 
un posible aumento del RNMDA, aparece una disminución de GluN2B; podría tratarse de un 
mecanismo diferente relacionado con la formación de una memoria espacial sobre un “engrama 
similar”.  
En la segunda parte, evaluamos el efecto de la inducción de plasticidad sináptica en los 
RNMDA, utilizando un modelo in vitro. Cultivos primarios de neuronas hipocampales (14DIV) 
fueron estimulados mediante pulsos de KCl.  Las neuronas fueron fijadas a distintos tiempos y se 
evaluaron las subunidades del RNMDA mediante inmunofluorescencia. Comprobamos que existen 
aumentos de GluN1 y Glun2A similares a los observados in vivo. Sin embargo, dada la 
compartimentalizacion en la expresión proteica, el análisis de este aumento debe ser considerado 
por separado, ya que también los mecanismos moleculares involucrados son distintos según la 
subunidad y el compartimiento analizado.  
a. En somas, similar a lo observado in vivo, el aumento resulta significativo a los 70 
min del estímulo,  
b. mientras que en dendritas, el aumento ocurre a partir de los 30’ para GluN2A y de 
los 45 min para GluN1.  
c. En ambos compartimientos, a los 90 min los valores fueron similares a los 
controles, mostrando su carácter transitorio.  
d. El aumento de GluN1 en el soma, depende principalmente de: síntesis de novo de 
mensajeros y de traducción, mientras que a nivel de dendritas, depende de 
movilización desde pooles ya traducidos, retenidos en el RE a ese nivel.  
e. El aumento de GluN2A en el soma depende exclusivamente de traducción de 
mensajeros silenciados, mientras que en las dendritas, el aumento a los 75 min del 
estímulo tiene dos componentes: transporte de receptores GluN2A-RNMDA ya 
ensamblados y traducción de mensajeros locales silenciados. 
Estos aumentos, así como los aumentos in vivo, fueron transitorios, ya que disminuyeron a 
niveles no diferentes del control a los 90 min, tanto en dendritas como en los cuerpos neuronales. 
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Los resultados in vivo e in vitro muestran que, luego de inducción de plasticidad o luego de 
un aprendizaje espacial novedoso, hay incremento de las subunidades GluN1 y GluN2A en 
hipocampo con curso temporal semejante, lo que permite hipotetizar que: “habría un aumento en 
los RNMDA posiblemente conteniendo GluN2A, que podría actuar como una señal duradera, 
contribuyendo a marcar sinapsis involucradas (tagging?), dando lugar al establecimiento y 
mantenimiento de la plasticidad sináptica, que constituiría parte de la traza de una nueva 
memoria.” 
Como última parte, desarrollamos vectores derivados de virus adeno-asociados (AAV), 
capaces de codificar para un short-hairpin RNA (sh-RNA) anti- GluN2A (sh2A). Pudimos demostrar 
que la infección con el vector AAV-sh2A disminuyo la expresión de GluN2A, por lo que constituiría 
una herramienta útil para el estudio de los RNMDA conteniendo GluN2A, tanto in vitro como in 
vivo. Además, observamos que la disminución de GluN2A en las neuronas transducidas, produjo 
aumento del número total de espinas, principalmente de espinas inmaduras. 
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Aprendizaje y memoria 
 
La información que adquirimos del entorno y que permite modificar nuestra conducta 
para adaptarnos al ambiente, es lo que conocemos como aprendizaje y memoria.  
El aprendizaje es el proceso por el cual se adquiere un nuevo conocimiento acerca del 
mundo; es decir, la adquisición de una nueva información producida  y el cambio comportamental 
consecuente debido a la experiencia previa. Esta experiencia comportamental puede incluir 
estímulos y eventos de naturaleza sensorial, emocional, cognitiva y motora. Para que esta nueva 
información pueda brindar una ventaja adaptativa, es necesario que perdure en el tiempo, para 
poder utilizarla cuando se requiera. La memoria es la capacidad de retener esa información, 
manteniéndola disponible para ser eventualmente recuperada, permitiendo guiar el 
comportamiento. Actualmente se asume que las memorias son “representaciones internas 
codificadas espacio-temporalmente en circuitos neuronales como una representación interna de 
una experiencia mediante cambios en las propiedades reactivas de las neuronas que puede guiar 
el comportamiento” (Kandel 2000; Dudai 2002). 
 Existen distintos enfoques y niveles de análisis para el estudio de los mecanismos 
involucrados en los procesos de aprendizaje y memoria, a modo general podemos distinguir dos 
grandes niveles:  
-comportamental: donde se evalúa el desempeño de un sujeto, humano o animal ante un 
estímulo dado. De existir modificaciones comportamentales, esto evidenciara la existencia de un 
aprendizaje y la consolidación de la memoria. 
- celular y molecular: se pueden estudiar a través de la observación o medición de los 
cambios biofísicos, bioquímicos y estructurales en estructuras cerebrales específicas involucradas 
en las distintas etapas de la memoria. Estos cambios son evidenciables a través de técnicas de 
electrofisiología, biología celular y molecular, o utilizando procedimientos quirúrgicos y/o 
farmacológicos.   
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Los resultados obtenidos desde los distintos niveles de estudio, permiten tener una 
interpretación más completa acerca de los distintos mecanismos que pueden estar interviniendo  
durante los procesos de aprendizaje y la memoria.  
 
Mecanismos moleculares y celulares implicados en la formación de memorias. 
 
El hecho de que la conducta sea modificable en función de la experiencia, es posible 
gracias a una serie de cambios  complejos que ocurren en el cerebro, desde un nivel molecular por 
modificación de moléculas y cambios conformacionales, pasando a un nivel celular donde se ven 
cambios a nivel de la expresión génica y rearreglos del citoesqueleto y llegando a un nivel 
sistémico donde se alteran las propiedades de transmisión de circuitos neuronales complejos. Esta 
capacidad del sistema nervioso de cambiar se denomina plasticidad y cumple un rol fundamental 
tanto en el desarrollo como en la capacidad para adquirir nuevas habilidades, generar nuevas 
memorias y responder a diferentes estímulos ambientales. Santiago Ramón y Cajal fue el primero 
en proponer que la plasticidad en el número y la fuerza de las conexiones serían la base física del 
aprendizaje y el soporte de la memoria. En 1949 Donal Hebb propuso la plasticidad asociativa 
como el mecanismo por el cual la coincidencia de actividad pre y post sináptica podrían modificar 
las conexiones neurales en algunas regiones cerebrales (Hebb 1949). Años más tarde Bliss y Lomo 
(Bliss y Lomo, 1973) descubrieron que una estimulación repetida de frecuencia moderadamente 
alta en la misma vía producía incrementos estables y duraderos de la respuesta postsináptica, lo 
que se denominó potenciación sináptica a largo plazo (LTP del inglés long-term potentiation). De 
acuerdo con los experimentos de Bliss y Lomo, se ha relacionado el fenómeno de LTP con los 
postulados hebbianos y, desde entonces, son fuertes los vínculos que existen entre los estudios 
sobre LTP y los de memoria y aprendizaje. Existen muchos cuestionamientos acerca de si los 
mecanismos implicados en la plasticidad sináptica, como LTP o  la depresión de larga duración (en 
inglés Long Term Depression: LTD), son los mismos que subyacen a los fenómenos de aprendizaje y 
memoria. Pero se considera el modelo más apropiado, hasta el momento, de memoria a nivel 
celular-sináptico. 
Existe un gran número de cambios bioquímicos y celulares capaces de modificar el estado 
reactivo de las neuronas logrando que la plasticidad sináptica perdure y, de esta manera, permitir 
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el almacenamiento de la memoria. Algunos cambios moleculares involucran modificaciones 
postraduccionales de proteínas (Soderling y col., 2000; Thiels y col.2000); transporte de ARNm y 
proteínas y traducción de ARNm a nivel somático y local, en las dendritas (Udagawa y col., 2012; 
Kelleher y col., 2004, revisado en Costa Mattioli y col., 2009); transcripción genética (Alberini y 
col., 2009); degradación de proteínas (Jarome y Helmstetter, 2014); modificaciones en el 
citoesqueleto (Lee y col., 1980) y mecanismos epigenéticos (jarome y col., 2014b); entre otros. 
 
Duración de las memorias.  
 
Las memorias pueden durar segundos, días o hasta años, dependiendo de la fuerza y 
frecuencia del estímulo que las originó y de la relevancia de la información que codifican. Según su 
duración, pueden distinguirse dos grandes tipos: memoria de corto plazo (MCP) y memoria de 
largo plazo (MLP). Se demostró que la formación de una MCP es independiente de síntesis de 
proteínas y que depende de modificaciones postraduccionales de proteínas ya ubicadas en las 
sinapsis. Por el contrario, se ha demostrado que para que una memoria se haga duradera, es 
necesaria la actividad de los receptores de membrana y la síntesis proteica, tanto a nivel local de 
las sinapsis como de la transcripción y la traducción de novo de ciertos genes (McGaugh 2000; 
Kandel 2001). 
Más recientemente se demostró también que la formación de una MLP es dependiente de 
mecanismo  epigenéticos, estos cambios estarían asociados a la persistencia de las memorias 
duraderas. En conjunto, los cambios en la expresión génica llevan a rearreglos estructurales en las 
neuronas que cambiarían las propiedades de conectividad de las neuronas involucradas en la 
codificación de esa memoria en distintas estructuras cerebrales, lo que generaría una traza (la 
evidencia física de la memoria) tal vez permanente, independiente de la estructura en donde se 
produjo la memoria original (Frankland y Bontempi, 2005).  
Durante mucho tiempo se creyó que la MCP antecedía a la MLP y que existía una 
transición entre una memoria reciente hacia una memoria perdurable; hoy sabemos que no 
necesariamente son procesos encadenados. Algunos estudios  permitieron bloquear 
selectivamente  la MCP sin afectar la MLP (Shirahata y col., 2006, Hritcu y col., 2007) demostrando 
que, al menos para cierto tipo de memorias, ambos procesos pueden iniciarse simultáneamente (o 
paralelamente), en forma independiente. Sin embargo, también se observó que al impedir la MCP 
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también se vio afectada la MLP, aunque esto podría implicar que se afectó un mecanismo en 
común compartido por las dos memorias, pudiendo estos dos procesos paralelos  compartir un 
mecanismo común sin implicar que una memoria antecede a la otra. 
 
 
Fases de la Memoria 
 
La formación de una memoria no se trata de un proceso único, sino de la integración de 
distintos procesos o etapas que pueden involucrar distintos mecanismos moleculares. Se han 
podido establecer las distintas fases que llevan al establecimiento y verificación de una MLP. 
 
 
 
Fig. 1 Fases de la formación de una memoria 
 
 
 
En primera instancia ocurre la ADQUISICIÓN, que es la etapa en la cual se adquiere una 
información debido a la exposición a distintos estímulos ambientales.  Este es el proceso por el 
cual se generan nuevas representaciones internas. Durante esta codificación los estímulos 
producen cambios en las propiedades de las neuronas (actividad eléctrica, conexiones sinápticas, 
cambios postraduccionales en proteínas, etc). 
 La fase de CONSOLIDACIÓN, es aquella etapa donde durante la cual se “almacena” la 
información adquirida. La hipótesis de consolidación parte del estudio en pacientes amnésicos. 
Ribot (1882) observó que los pacientes que presentaban amnesia retrógrada después del trauma 
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cerebral, recordaban su niñez, su familia, pero no sucesos previos cercanos al trauma. Planteó que 
las memorias viejas tenían más tiempo de ser almacenadas correctamente que las memorias 
nuevas  
 El término consolidación fue utilizado por primera vez por Muller  y Pilzecker (1900) a 
partir del estudio realizado con seres humanos. Ellos encontraron que la memoria de cierta 
información A se perdía, si otra información B era aprendida inmediatamente luego de haber 
adquirido la información A. Años más tarde James McGaugh (1966) formalizó  la teoría de la 
consolidación, postulando que, además de ser una ventana temporal en la cual se produce la 
estabilización de la memoria, este periodo es crucial para decidir si esa memoria va a ser 
almacenada, es decir, va a formar una MLP. 
El término consolidación es utilizado actualmente para definir  dos tipos de procesos: 
consolidación sináptica, que involucra cambios a nivel celular y sináptico, y consolidación 
sistémica, que involucra una reorganización a nivel de sistemas (Dudai y col., 2004,  Frankland y 
Bontempi, 2005). La consolidación sináptica se completa minutos u horas después del 
entrenamiento, e implica una estabilización de los cambio sinápticos ocurridos en los circuitos 
locales, por ejemplo, la  reestructuración de conexiones sinápticas existentes o generación de 
nuevas conexiones. Existen muchos mecanismos como modificación postraduccional de proteínas, 
activación de factores de transcripción, modulación de la expresión génica, reorganización de 
proteínas sinápticas incluyendo receptores de membrana y componentes del citoesqueleto, que 
contribuyen a la remodelación sináptica y a la estabilidad de la traza de la memoria (Dudai y col., 
2004).  
La cosolidación sináptica requiere de la síntesis y degradación de proteínas (revisado en 
Jarome y Helmstetter, 2014). Estos procesos se dan de manera coordinada y a diferentes tiempos 
post adquisición, por lo que una memoria en estado de consolidación presenta ventanas en donde 
puede ser interferida mediante la aplicación de inhibidores de la síntesis de proteínas o del 
proteasoma (revisado en Jarome y Helmstetter 2014; Dudai, 2004) 
La consolidación sistémica puede llevar semanas, meses e incluso años  e involucra una 
reorganización de circuitos neuronales entre distintas áreas cerebrales, a medida que las 
memorias maduran. Esto hace que la memoria establecida originalmente en una región se 
propague hacia otras estructuras cerebrales y pueda volverse independiente de la región en que 
originalmente fue generada (Dudai y col., 2004;  Frankland y Bontempi, 2005). 
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Durante la EVOCACIÓN se expresan y utilizan los conocimientos adquiridos y consolidados, 
es decir que es el proceso por el cual se puede manifestar lo aprendido gracias a la reactivación, 
mediante un estímulo apropiado (Sara 2000),  de los circuitos que codifican la información.  
La evocación no es un proceso neutral, muchas veces puede tener una fuerte influencia 
sobre el recuerdo original y generar un nuevo aprendizaje. La memoria consolidada, al ser 
reactivada, puede entrar en un estado lábil en el cual es sensible de ser modulada positiva o 
negativamente dentro de un periodo contingente, es decir que hay una ventana temporal en la 
cual se puede modificar esa memoria luego de evocación (Nader y col., 2000; Pedreira y col., 2002; 
Debiec y col., 2002); este proceso se conoce como RECONSOLIDACIÓN (Sara 1997). Si durante esta 
ventana temporal no se interviene y no se realizan modificaciones (lo que resulta difícil de 
concebir), la memoria vuelve a guardarse sin afectarse.  
No todas las evocaciones producen labilización de la memoria,  ya que existen diferentes 
factores que pueden influir para que se produzca o no reconsolidación. La edad de la memoria 
influye sobre la reconsolidación, cuanto más vieja es la memoria, más resistente es a este proceso 
(Milekic y Alberini, 2002; Suzuki y col., 2004; Frankland y col, 2006). Por otro lado el contexto en el 
cual se genera el aprendizaje puede influir en la labilización de una memoria evocada. Se ha 
demostrado que memorias adquiridas en una condición de estrés, resultan menos sensibles a la 
reconsolidación (Bustos y col., 2010). 
 En otras ocasiones, la evocación puede desencadenar un proceso denominado 
EXTINCIÓN,  que  se considera una nueva memoria que inhibe la expresión de la memoria original 
(Myers y David 2002). Esta inhibición puede no ser para siempre, ya que la memoria original 
puede recuperarse con el paso del tiempo o ante ciertos estímulos que desencadenan la 
evocación (cita). 
 
 
Receptores NMDA 
 
Los receptores de  glutamato NMDA cumplen un rol central en la función del sistema 
nervioso central (SNC), ya  que son mediadores de la plasticidad neuronal y sináptica, y son 
capaces de convertir patrones  específicos de actividad neuronal en cambios de larga duración en 
la estructura y función  sinápticas. Estos mecanismos serían subyacentes a funciones cognitivas 
complejas como la memoria y el aprendizaje. También están involucrados en formas patológicas 
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de plasticidad y en desórdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer (Lau y 
Zukin, 2007;  Dinamarca y col., 2012; Paoletti y col, 2013, Shipton y Paulson, 2014) y la 
enfermedad de Parkinson (Lau et al., 2009; revisado en Paoletti et al., 2013; Shipton y Paulson 
2014). 
 
Los RNMDA son proteínas complejas de transmembrana, de estructura heterotetramérica 
que están constituidos por el ensamblado de cuatro subunidades (fig. 2C). Según el modelo actual, 
la estructura de estos canales está conformada por dos copias de la subunidad GluN1 (subunidad 
esencial) y dos  copias de la subunidad regulatoria, que puede ser GluN2 (A-D) o GluN3 (A-B). Las 
dos subunidades regulatorias pueden ser iguales o distintas, dando lugar a los llamados receptores 
di-o tri-heteroméricos respectivamente (Sheng y col., 1994). Actualmente se cree que en el 
cerebro adulto existe una gran proporción de RNMDA triheteroméricos (Tovar y col., 2013; Hansen 
y col., 2014 ) siendo muy baja la cantidad de receptores diheteroméricos conteniendo GluN2A 
(Franky col., 2016), al menos en condiciones basales 
 La subunidad GluN1 se encuentra codificada por un único gen, pero el  transcripto puede 
dar lugar a ocho isoformas distintas mediante splicing alternativo, con lo cual se incrementa 
notablemente la diversidad molecular de estos receptores (Dingledine R et al., 1999). Para las 
subunidades de tipo GluN2 existen cuatro genes: GluN2 A, B, C y D, mientras que para las 
subunidades GluN3 existen sólo dos variantes, cada una codificada por un gen distinto: GluN3A y 
GluN3B, y a su vez, existen dos variantes de splicing alternativo para GluN3A  (Dingledine R et al., 
1999, Hollman 1999) (fig.2A).  
Cada una de las subunidades que conforman al receptor está organizada en cuatro 
dominios funcionales discretos: un dominio N-terminal extracelular (NTD), un dominio extracelular 
de unión al ligando (S1-S2), una región transmembrana que forma el poro o canal y un dominio C-
terminal intracelular (CTD), que es el responsable de conectar el receptor al citoesqueleto y a los 
distintos mecanismos de transducción de señales (Fig. 2B).  
La subunidad GluN1 siempre está presente, independientemente de cuál sea la 
combinación con las demás subunidades; aporta sensibilidad al pH, al zinc y contiene el sitio de 
unión del coagonista Glicina, fundamental para la activación del receptor. La region C-terminal de 
esta subunidad está involucrada en el transporte, inserción y mantenimiento del RNMDA en la 
membrana sináptica.  Por otro lado, las GluN2 contienen el sitio de unión para Glu y determinan 
diversas propiedades biofísicas y farmacológicas del RNMDA, intervienen en su ensamblado y en 
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su salida del retículo endoplasmático (RE), determinan la conductancia del receptor, la cinética de 
desactivación, las vías de señalización, el tráfico y el destino sináptico del RNMDA (paoletti y col., 
2013). 
 
 
 
Fig. 2. Subunidades del RNMDA y su ensamblaje. A  esquema de las secuencias codificantes y los distintos 
dominios de las subunidades del receptor. B dominios de organización de las subunidades (DNT: dominio N-
terminal; DUA: dominio de unión de agonistas. DCT: dominio C-terminal  intracelular. M1-M4  indican  
segmentos de transmembrana.  (Figura  adaptada  de  Paoletti  y  col., 2013). C esquema del ensamblaje 
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heterotetramérico del RNMDA, cada receptor contiene dos copias de la subunidad obligatoria GluN1 y dos 
copias de subunidades regulatorias GluN2 o GluN3 (Fig. adaptada de Witt y col., 2004).  
 
 
Activación  de los RNMDA 
 
Una característica de los RNMDA es que son receptores  es que se encuentran bloqueados por 
Mg2⁺ en  condiciones de potencial de membrana en reposo. Para que se abra el canal y pueda 
ocurrir el paso de iones, es necesario remover este bloqueo. La activación de estos receptores 
requiere que se produzcan dos procesos en simultáneo: la unión de los ligandos  (Glu,  Gli) y una 
despolarización en la membrana en que se encuentran los RNMDA, lo que produce la liberación 
del mencionado bloqueo por Mg2+. Debido a esto, se considera que los RNMDA actúan como 
detectores de coincidencia capaces de detectar la activación simultánea de la neurona 
presináptica (liberación de glutamato) y de la neurona postsináptica (despolarización de la 
membrana) (Mayer et al 1984; Nowak 1984). La activación de los RNMDA llevará entonces a la 
apertura del canal, permitiendo el intercambio de cationes entre ambos lados de la membrana. El 
RNMDA es  particularmente permeable al Ca2⁺, pero también al Na⁺ y K⁺. El influjo de Ca2⁺ produce 
una aumento citosólico de este catión en la célula postsináptica donde, gracias al microambiente 
generado por las proteínas  acopladas a los RNMDA, se produce una cascada de señalización que 
se propaga hasta el núcleo. Esta señalización es crucial para que, entre otras cosas, ocurra la 
plasticidad sináptica estructural, es decir, cambios plásticos de la sinapsis como son la 
potenciación de largo plazo (LTP) y la depresión de largo plazo (LTD). El hecho de que la activación 
del RNMDA produzca cambios en la fuerza sináptica tan opuestos como LTP y LTD se debe a la 
cantidad y duración del flujo de Ca2⁺ (Malenka y col., 1994, Neveu y col., 1996; Yang y col., 1999); 
concentraciones altas de Ca2⁺ desencadenan procesos bioquímicos que favorecen la LTP, mientras 
que concentraciones más bajas favorecerían la LTD.  Por otro lado, niveles muy altos de activación 
puede conducir a daño y muerte celular (Papadia y col., 2007). 
 
RNMDA y MEMORIA 
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La relación entre los RNMDA, la plasticidad sináptica y la memoria, ha sido ampliamente 
investigada. Como se mencionó anteriormente, fenómenos de plasticidad sináptica, como la LTP, 
podrían ser uno de los mecanismos que subyace a los procesos de aprendizaje y memoria.  
Se  ha demostrado que la infusión en hipocampo del análogo al L-Glutamato, el ácido 2-
amino 5-fosfono valérico (AP5), antagonista competitivo de los RNMDA, bloqueó la inducción de 
LTP  tanto in vitro  como in vivo (Morris y col. 1986; Kim y col. 1991). Tsien y col. (1996), generaron 
ratones knock-out (KO) para GluN1 en las células piramidales CA1 de hipocampo, observaron que 
la inducción in vitro de la LTP fue bloqueada específicamente  en las sinapsis entre las fibras 
colaterales de Schaffer y las células piramidales de la región CA1. Además estos ratones mostraron 
déficits en memoria espacial en la tarea de laberinto acuático de Morris.  
Se ha demostrado que los RNMDA intervienen en distintas fases de formación de 
memorias. La infusión de APV en el hipocampo, antes de la adquisición (Morris y col., 1989) o 
durante la consolidación (Packard y Teather, 1997), produjo amnesia anterógrada en la tarea 
espacial del laberinto acuático de Morris. Jerusalinsky y col., (1992) observaron que la 
administración de esta droga en hipocampo, amígdala o corteza entorrinal, generó un efecto 
amnésico en la tarea de evitación inhibitoria, cuando fue administrada durante la fase de 
consolidación. Por otro lado, el knock-down de los  RNMDA en el hipocampo de rata mediante la 
inyección de un vector viral que codifica para un ARN antisentido contra la subunidad GluN1 
produjo déficits en las tareas de habituación a campo abierto y evitación inhibitoria (Adrover y 
col., 2003). 
Mediante el uso de ratones KO inducibles para GluN1, Shimizu y col (2000) demostraron 
que la pérdida de los RNMDA en la región CA1, antes o después del entrenamiento, produce 
déficits en la adquisición y en la consolidación temprana en la tarea de condicionamiento 
contextual de miedo. Cui y col., (2004)  generaron un KO inducible para GluN1 para inhibir la 
expresión de los RNMDA en el prosencéfalo, con este modelo demostraron que la expresión de 
estos receptores era requerida meses después del aprendizaje, para el mantenimiento de la 
memoria de condicionamiento de miedo. 
También se ha investigado el rol de las distintas subunidades regulatorias del NMDA tanto 
en LTP como en aprendizaje. Mediante distintos abordajes se han reportado resultados 
contradictorios en cuanto a la función que desempeñan. En nuestro laboratorio hemos 
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demostrado que la administración de antagonistas relativamente selectivos para GluN2B, 
facilitaron la consolidación de la memoria (Cercato y col., 2014; Cheli y col., 2006). Sin embargo, el 
ratón transgénico con aumento de expresión de GluN2B en la etapa adulta, presenta facilitación 
en la memoria de condicionamiento de miedo y un aumento en la LTP (Tang y co., 1999). El ratón 
KO para GluN2A mostró deterioro en aprendizaje y memoria contextual, también en este ratón se 
dificultó la inducción de LTP en las sinapsis de CA1 del hipocampo (Kiyama y col., 1998). 
Bannerman y colaboradores (2008) demostraron en un ratón KO para GluN2A era capaz de 
adquirir MLP espaciales las cuales requerían entrenamientos largos como el laberinto acuático de 
Morris, sin embargo estos ratones carecían de memoria espacial de trabajo (Bannermal y col., 
2008). 
Dalton y col. (2012) demostraron que el bloqueo de los RNMDA-GluN2A por el antagonista 
para GLuN2A, NVP,  perjudicó  tanto  la  LTP  en  rodajas  de  amígdala  como  la  adquisición  de  
una  memoria  de  condicionamiento al miedo, sin embargo la LTD no se vio afectada. Siguiendo el 
experimento, los autores demostraron que el bloqueo de los RNMDA-GluN2B por el antagonista 
Ro25-6981 impidió la LTD en rodajas de amígdala, mientras que no tuvo efecto en la  inducción  de  
LTP  ni  en  la  adquisición  de  la  memoria  condicionada  por  el  miedo. Estos  resultados 
evidencian el rol diferencial de los RNMDA conteniendo GluN2A (RNMDA-GluN2A)  en la LTP y de 
los RNMDA-GluN2B en la LTD (Dalton y col., 2012) 
 
Cambios en expresión se los RNMDA 
 
La subunidad GluN1 se expresa ubicuamente en el SNC desde el estadío embrionario  14 
(E14) hasta la adultez, con diferencias en la expresión de las isoformas (Paoletti y col., 2011). La 
relevancia funcional de  esta expresión diferencial es aún desconocida. Las subunidades 
regulatorias GluN2 muestran patrones de expresión espacio-temporal diferentes (Paoletti y col., 
2013). Se ha reportado que la composición de las subunidades GluN2  varía desde el nacimiento; 
durante la etapa embrionaria, predominan los RNMDA conteniendo subunidades GluN2B y luego 
del nacimiento, la relación GluN2A/GluN2B se incrementa durante el desarrollo temprano 
(Hoffmann y col 2000; Paoletti y col. 2013), estos cambios ocurren durante las dos primeras 
semanas de vida. Existen reportes contradictorios en cuanto a los cambios de expresión guiados 
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por el envejecimiento. Algunos autores reportaron que la subunidad GluN2A sería la menos  
susceptible  a  los  efectos  del  envejecimiento,  en  comparación  con  GluN1  y  GluN2B  
(Magnusson y col., 2002), mientras que otros reportaron una disminución en los niveles de GluN1 
y GluN2A, sin cambios para GluN1 (Sonntag y col., 2000) en extractos proteicos de hipocampo. 
Más allá de estos cambios guiados por el desarrollo, se han reportado modificaciones en 
los niveles de las subunidades luego de la inducción de plasticidad sináptica. Grosshans y col. 
(2002) observaron que, luego de la inducción de LTP en rodajas de hipocampo de ratas adultas 
jóvenes, se producía un incremento rápido y persistente de las subunidades GluN1 y GluN2A, pero 
no de GluN2B, que duraba hasta 3 h. Los autores reportaron que 30 min luego de la inducción de 
LTP, existe un aumento de GluN1 y GluN2A en las fracciones sinápticas con una concomitante 
disminución de los niveles de dichas subunidades en las fracciones no sinápticas, . Por otro lado, la 
inducción de plasticidad sináptica en rodajas de hipocampo de ratas neonatas, produce el 
aumento rápido de los niveles de los RNMDA que contienen la subunidad regulatoria GluN2A 
(RNMDA-GluN2A), en la membrana sináptica (Barria y Malinow 2002; Bellone and Nicoll 2007). 
También se han reportado cambios en los niveles de las subunidades del receptor luego 
del entrenamiento en distintas tareas comportamentales. Subramaniyan y col. (2015) 
demostraron que el estímulo conductual producido por el entrenamiento espacial en el test del 
tablero con agujeros (hole –board), fue capaz de reforzar una LTP temprana, y de transformarla así 
en LTP tardía en el hipocampo, y que ello produjo un aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A 
en el hipocampo dorsal 6h después del entrenamiento. Investigaciones del mismo grupo 
(Shamugasundaram y col., 2015) mostraron que,  luego de entrenamiento espacial en un laberinto 
radial, lo que involucro varias sesiones, hubo un aumento de GluN1 y GluN2B en hipocampo, y un 
aumento de GluN1 y GluN2A en CPF, 6h después de la última sesión de entrenamiento. Estos 
resultados, unidos  a aquellos en los cuales la consolidación puede ser interferida mediante 
inhibidores de la síntesis proteica sólo durante ciertos intervalos post adquisición, sugieren que 
existen distintas oleadas de aumento de los RNMDA dependientes de distintos mecanismos. 
En nuestro laboratorio, evaluamos los niveles de las subunidades GluN1, GluN2A y GluN2B 
luego de la inducción de LTP en rodajas de hipocampo de ratas jóvenes (30-45 días). Mediante 
estos ensayos, hemos demostrado que la inducción efectiva de LTP produce un aumento en  los 
niveles de GluN1 y GluN2A en los homogenatos de esas rodajas, 70 min después de la inducción 
efectiva de LTP por estimulación por  estimulo de frecuencia Teta (TBS, Baez y col.,  2013).  
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Debido a que el aumento de subunidades se observa luego de inducción de LTP, y 
teniendo en cuenta que la LTP sería parte del mecanismo de formación de memorias a nivel 
sináptico, nos preguntamos si durante las distintas fases de la memoria podrían ocurrir cambios 
semejantes in vivo. Por eso decidimos estudiar si existían modificaciones en los niveles del 
RNMDA, al mismo tiempo que los analizados en los ensayos de LTP, durante la 
adquisición/consolidación de una memoria y durante la inducción de plasticidad sináptica en 
cultivos primarios de neuronas. 
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HIPÓTESIS 
 
Ha sido demostrado que la inducción de plasticidad sináptica produce cambios en la composición 
de los receptores de la postsinapsis, entre ellos, un aumento de los RNMDA-GluN2A a nivel de las 
sinapsis, lo que llevaría a la maduración de la sinapsis estimuladas. Postulamos entonces, que el 
establecimiento de una memoria produciría un cambio transitorio en la expresión de los RNMDA 
en el hipocampo (y/o en las áreas del cerebro relacionadas con la adquisición de esa memoria), lo 
cual podría marcar las neuronas/sinapsis involucradas en la adquisición/codificación de esa 
memoria. Por otro lado, la evocación de esa memoria podría llevar a un aumento de los RNMDA 
por la reactivación de la memoria adquirida. Por lo tanto, podríamos postular que  los cambios en 
la expresión de las subunidades y su secuencia temporo-espacial, podrían considerarse parte de la 
traza de la memoria adquirida.  En consecuencia, la ausencia de alguno de los cambios descriptos 
en la expresión de los RNMDA, llevaría a la no adquisición o la imposibilidad de la evocación de ese 
aprendizaje, lo cual podría explicar, aunque sea en parte,  ciertos déficits en la adquisición de 
nuevas memorias. 
 
OBJETIVO GENERAL 
 
Nos proponemos estudiar las modificaciones de la expresión de las subunidades mayoritarias de 
los RNMDA del hipocampo y corteza, particularmente GluN1, GluN2A y GluN2B, durante la 
inducción y mantenimiento de plasticidad sináptica en el hipocampo y el rol de esos cambios en 
aprendizaje y memoria. 
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
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Estudiar posibles cambios en los niveles de las subunidades del RNMDA en procesos relacionados 
con el aprendizaje y la memoria.  
     1. Evaluar los niveles proteicos de las subunidades del RNMDA, luego de la habituación a  
campo abierto (aprendizaje espacial) en ratas de distintas edades. 
   
     2. Evaluar la dinámica del cambio de expresión para las subunidades GluN1, GluN2A y GluN2B 
durante la consolidación de una nueva memoria adquirida. 
  
     3. Investigar si existen cambios en los niveles de GluN1, GluN2A y GluN2B  inducidos por el 
proceso de evocación de la memoria. 
      
    4.  Analizar si existen modificaciones de las subunidades del RNMDA luego de la adquisición de 
otros tipos de aprendizaje (reconocimiento de objeto novedoso, localización de objetos). 
 
    5. Estudiar en un modelo in vitro la localización y los posibles mecanismos involucrados a nivel 
celular en los fenómenos observados.  
 
En caso de encontrar cambios en los niveles de los RNMDA similares a los encontrados 
previamente, y debido a la falta de antagonistas lo suficientemente selectivos para bloquear 
farmacológicamente la subunidad GluN2A nos proponemos: 
 
6. Desarrollar un vector viral que codifique un shRNA anti GluN2A capaz de disminuir la expresión 
de esta subunidad específicamente. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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ANIMALES. 
 
Se utilizaron ratas Wistar de distintas edades (1, 2, 3, 6 y 12 meses) criadas en la Sala de 
Animales de Experimentación, IBCN, Fac. Medicina, Universidad de Buenos Aires (Argentina) o 
compradas en el bioterio de FCEN/UBA. Los animales fueron alojados en jaulas, en grupos de 2-5 
animales, con agua y alimento balanceado disponibles ad libitum, en cuartos con condiciones 
controladas de luz y temperatura, con ciclo invertido de luz: oscuridad de 12:12h (luces 
encendidas a las 7:00 PM), y temperatura constante de 23 ± 1°C. El ciclo invertido de luz-oscuridad 
fue empleado con la finalidad de poder realizar los experimentos en la fase de oscuridad en la cual 
los animales se encuentran en su periodo natural de vigilia y, por lo tanto, de mayor actividad). 
 
Todos los protocolos experimentales utilizados se ajustaron a las normas y cuidados 
indicados en “National Institutes of Health Guide of the Care and Use of Laboratory Animals” 
(2011), además de ser aprobados, en los proyectos de los subsidios solicitados para realizar estos 
ensayos, por el Comité Institucional de Cuidado y Usos de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. En todos los experimentos se intentó 
minimizar el sufrimiento y el número de animales utilizados y, además, mantenerlos en 
condiciones apropiadas para garantizar su bienestar. 
 
 
TAREAS CONDUCTUALES. 
 
Para poder trabajar durante la fase de oscuridad (de mayor actividad de los animales), los 
ensayos comportamentales se llevaron a cabo en un cuarto iluminado con luz roja de baja 
intensidad (40W). 
 
Ensayo de campo abierto (CA) 
 
Fundamento. Este paradigma se basa en el impulso espontáneo intrínseco de los roedores 
para explorar nuevos estímulos, especialmente ambientes. El ensayo consiste en colocar al animal 
en un ambiente novedoso, libre de cualquier estímulo apetitivo o aversivo y dejarlo explorar 
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libremente durante un determinado tiempo. Con este ensayo buscamos analizar el 
comportamiento exploratorio y la habituación del animal al nuevo ambiente, lo que implica la 
capacidad de reconocerlo; para esto se evaluaron los cambios en la actividad exploratoria de cada 
individuo por unidad de tiempo, durante una sesión (entrenamiento) y también después de un 
intervalo de tiempo acotado, en una segunda sesión (test). La exposición a un campo abierto es un 
test utilizado habitualmente en roedores, que permite evaluar distintos aspectos del 
comportamiento, como la actividad locomotora y exploratoria. Una disminución en la actividad 
exploratoria ante la presentación prolongada del estímulo que constituye un “ambiente 
novedoso”, indica que el animal “reconoce” el ambiente y se ha habituado al mismo. Si se realiza 
una única sesión de 5 min y se registran los parámetros exploratorios en cada minuto, se puede 
evaluar la habituación “intra-sesión” por comparación de los valores obtenidos; en esas 
condiciones, puede considerarse la habituación a un ambiente novedoso como “memoria de 
trabajo”.  En cambio, si se realiza una segunda sesión de exploración en el mismo CA, y se 
comparan los parámetros exploratorios entre ambas sesiones, se puede evaluar la habituación 
“inter-sesión”  que,  dependiendo del intervalo de tiempo entre ambas sesiones, nos permite 
evaluar MCP o MLP. 
Procedimiento. El ambiente novedoso donde se realizó el entrenamiento y la evaluación, 
consiste en una caja de madera  de 60 cm x 60 cm y altura de 50 cm. El piso vinílico, de color gris, 
está dividido en 25 cuadrantes de 12 cm X 12 cm. Posee  claves visuales donde dos paredes 
enfrentadas son lisas de color gris –distinto del piso-, y de las paredes adyacentes, una posee 
líneas horizontales y la otra, líneas verticales; ambas pintadas en gris claro y negro (Fig. 3A). 
El ensayo consistió en colocar a cada animal (de a uno por vez) en una de las esquinas de 
la caja, orientado hacia al ángulo formado por las paredes. Se realizó un protocolo de sesión única 
para evaluar posibles cambios a nivel bioquímico durante la etapa de consolidación, y otro 
protocolo de dos sesiones, para evaluar cambios bioquímicos que pudieran haber ocurrido 
durante o después de  la evocación; en el último caso, las sesiones estuvieron separadas entre sí 
por un período de 24h. Durante cada una de las sesiones (de 1 o 5 min de duración) se registraron 
los siguientes parámetros exploratorios: 
-Cruces. El animal realiza un cruce cada vez que atraviesa con las cuatro patas alguna de 
las líneas divisorias de los cuadrantes en el piso. El número total de cruces durante cada minuto de 
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la primera sesión y durante el tiempo total de la prueba, permiten obtener una valoración 
comparativa de la actividad exploratoria “horizontal”, así como de la actividad locomotora del 
individuo, y también permitirían detectar posibles déficits en esos aspectos (Fig. 3C). 
 
-Elevaciones. Cada vez que el animal se levanta sobre sus patas traseras (adquiriendo una 
postura bípeda) y olfatea el aire circundante se contabiliza una elevación. Esta pauta puede 
observarse, en algunos casos, con el animal apoyando uno o dos de los miembros anteriores sobre 
las paredes de la arena. El número total de elevaciones durante cada minuto de la primera sesión 
y durante el tiempo total de la prueba, permiten obtener una valoración de la exploración de la 
dimensión vertical del ambiente (“exploración vertical”).  
 
 
 
Fig.3.Test de Campo Abierto. A. Foto de la arena, se pueden observar las divisiones dibujadas en el piso y las 
claves espaciales (líneas verticales y horizontales) en dos de las paredes. B. Rata explorando el ambiente en 
postura bípeda (elevación). C. Exploración horizontal: cada vez que la rata atraviesa con las cuatro patas una 
de las líneas divisorias se contabiliza 1 cruce. 
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Ensayo de reconocimiento de objetos (RO) 
 
Fundamento. El reconocimiento se define como el proceso por el cual un sujeto 
“identifica/discrimina” un estímulo al que ha sido previamente expuesto. En esta tarea se evalúa la 
capacidad del animal de reconocer un objeto ya conocido (familiar), y discriminarlo frente a uno 
novedoso. Este paradigma se basa en el impulso exploratorio intrínseco de los roedores para 
investigar nuevos estímulos. En su versión más simple, la tarea consiste en una sesión de 
entrenamiento (TR), en la cual el animal explora libremente dos objetos similares en un contexto 
familiar, y una sesión de testeo (TEST), en la cual el animal es colocado en el mismo contexto, pero 
expuesto a dos objetos en la misma posición que los objetos durante la sesión anterior, pero esta 
vez, objetos distintos entre sí, uno familiar (presentado durante el entrenamiento) y otro 
novedoso. Durante las sesiones se registra la actividad exploratoria, que se manifiesta cuando el 
animal se acerca al objeto y apunta la cara/nariz hacia el mismo, olfateándolo o tocándolo con sus 
patas delanteras, vibrisas o nariz. El análisis se realiza calculando el porcentaje de tiempo que el 
animal pasa explorando cada objeto, en relación con el tiempo total de exploración. La capacidad 
de discriminar objetos se evidencia por la tendencia del animal a pasar mayor tiempo explorando 
el objeto novedoso en comparación con el objeto familiar. 
 
Procedimiento. El ensayo se llevó a cabo en la caja de campo abierto descripta 
anteriormente y consistió en tres fases: habituación, entrenamiento y testeo, siendo esta última 
realizada sólo en algunas oportunidades. La fase de habituación se realizó durante tres días 
consecutivos, en los cuales se colocó a cada animal en el campo abierto sin objetos y se lo dejó 
explorar libremente durante 10 min cada día. Durante la fase de entrenamiento, dos objetos 
idénticos (A - A’) fueron colocados en el campo abierto y se permitió a los animales explorar 
libremente la arena y los objetos durante 5 min, registrándose el tiempo de exploración de cada 
objeto. Se consideró que un animal estaba explorando cuando su cabeza apuntaba y estaba a 
menos de 2 cm del objeto o cuando tocaba el objeto con sus patas delanteras al mismo tiempo 
que lo olfateaba (Fig. 4). En las oportunidades en que se realizó, la fase de testeo estuvo separada 
del entrenamiento por 24 h. Para esta etapa, los animales entrenados el día anterior se dividieron 
en los siguientes grupos: 
1) Animales reexpuestos a los mismos objetos del entrenamiento (A - A’), en el contexto familiar 
2) Animales expuestos a un objeto novedoso y a uno familiar (A -  B), en el contexto familiar  
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En todos los grupos mencionados la duración de la sesión de test fue de 5 min.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4.Reconocimiento de objetos. En la parte superior se muestran fotos representativas para cada una de 
las condiciones de testeo utilizadas, en las cuales se puede apreciar la arena y los objetos utilizados 
(pirámide y semiesfera de acrílico). En la parte inferior se muestran fotos de una rata explorando los objetos 
 
Como objetos se utilizaron dos pirámides y una semiesfera de acrílico (Fig. 4), los cuales 
previamente fueron testeados con otro grupo de animales, de manera de poder descartar  la 
existencia de alguna preferencia de las ratas por alguno de los dos objetos. El campo abierto y los 
objetos se limpiaron con etanol 70% luego de cada sesión para eliminar marcas olfativas.  
Para neutralizar la influencia de posibles preferencias de lugar o, si existieran, ponerlas en 
evidencia durante las sesiones, el par de objetos fue colocado en distintas posiciones dentro del 
campo abierto, durante el entrenamiento y durante el test, y la posición del objeto novedoso fue 
intercambiada entre izquierda y derecha.   
Para cada sesión, se calculó el promedio del tiempo de exploración de cada objeto, como 
así también el tiempo de exploración total de ambos objetos; con estos valores se calcularon los 
índices de discriminación (ID).  
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% ID (TR) = [(A-A’)/(A+A’)] x 100.  
% ID (TEST objetos familiares)= [(A-A’)/(A+A’)] x 100.  
% ID (TEST objeto familiar y objeto novedoso)= [(B-A) / (A+B)] x 100. 
 
Ensayo de localización espacial de objetos (LO) 
 
La prueba de reconocimiento de una nueva posición para un objeto familiar, sigue 
prácticamente el mismo procedimiento que el de RO, en cuanto a la arena, habituación, 
entrenamiento y parámetros medidos. Durante el testeo, los animales son expuestos a los mismos 
objetos con los que fueron entrenados (A-A’), solo que uno de los objetos es colocado en una 
posición distinta. El objeto en la nueva localización debería ser más largamente explorado si el 
animal es capaz de recordar y discriminar la posición actual, de la previa en que se encontraba ese 
mismo objeto. 
 
 
CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS HIPOCAMPALES 
 
Se aislaron hipocampos de embriones de ratas Wistar de 17-18 días de gestación (E17-18), 
siguiendo un protocolo basado en el descrito por Kaech y Banker (2007), con algunas 
modificaciones.   
Se realizó la eutanasia por decapitación de las ratas preñadas, se extrajo el útero con los 
embriones y se lo transfirió a un tubo estéril. El procedimiento continuó en condiciones de 
esterilidad, en una campana con flujo laminar horizontal y sobre una superficie enfriada con hielo. 
El útero con los embriones fue transferido a una placa con PBS frío, de cada bolsa embrionaria se 
recuperaron los embriones y se realizó la disección del cerebro bajo lupa. Se separaron los 
hemisferios de cada cerebro, se retiraron las meninges y se separaron los hipocampos 
recolectándolos en un tubo con PBS. Se realizaron dos lavados con Hank’s & Balanced & Salt & 
Solution (HBSS). 
Posteriormente se agregó 1ml de tripsina 0.25 % en PBS y se incubó a 37°C por 15 min. Se 
descartó la tripsina y, para inactivar la enzima que pueda quedar activa, se realizó una incubación 
de 10 min con 5 ml de DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado (SFBi), por, 
a 37°C. Luego, se realizaron dos lavados con 1ml de HBSS, y se aislaron las células mediante 
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disgregación mecánica en 1 ml de HBSS, realizando primero pasajes por pipeta automática y luego 
por aguja de 23 G. Se agregaron 4 ml de HBSS a la suspensión celular y se incubó 10 min a 
temperatura ambiente (TA) para decantar el tejido no disgregado. El SN se centrifugó a 500 x g por 
1 min a temperatura ambiente. El pellet, conteniendo los precursores celulares, se resuspendió en 
medio Neurobasal (NB) completo (NB suplementado con 2% B27 (Invitrogen) y 0.5 mM 
Glutamina). Se cauntificó el número de células en cámara de Neubauer y se calculó la densidad 
celular. Las células se paquearon en placas de cultivo, previamente tratadas con polilisina (Sigma), 
utilizando una densidad celular de 5x105 para el posterior aislamiento de ARN y proteínas, y una 
densidad de 2,5x105 para ensayos de inmunofluorescencia. Los cultivos se incubaron en estufa 
humidificada, con atmósfera de CO2 al 5 %. A partir de los 7 DIVs, se realizaron cambios del medio 
de cultivo 1 vez por semana: se retiró 1/3 del volumen, que se conservo a 4°C para su uso 
posterior (NB condicionado), y se agregó NB completo fresco, hasta completar el volumen.  
 
 
ESTIMULACIÓN POR PULSOS DE KCL 
 
Los cultivos se estimularon siguiendo el protocolo previamente validado por Wu y col.  
(2001), con leves modificaciones. Se realizan 4 pulsos de estimulación, de 3 min de duración cada 
uno, por incubación con una solución de KCl 55 mM en NB completo condicionado, con intervalos 
de 10 min entre pulsos. A distintos tiempos (0’,30’,45’,60 ’,75’ o 90’) luego de la estimulación, los 
cultivos fueron fijados  en solución de paraformaldehído 4% - Sacarosa 4% en PBS, para llevar a 
cabo los ensayos de inmunofluorescencia. 
Algunos cultivos fueron tratados con Actinomicina D (ActD, Sigma) para inhibir la 
transcripción o con cicloheximida (CHX, Sigma), para inhibir la traducción; en ambos casos, la 
droga correspondiente fue administrada desde 10 min antes del primer pulso de KCl y permaneció  
en el cultivo hasta la fijación final. 
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Fig. 5. Estimulación de cultivos neuronales mediante KCL.  Esquema del protocolo de estimulación: en rojo 
se indica el pulso de KCL 55 mM, mientras que las barras negras indican el tiempo de incubación con el NB 
condicionado, con el que estaban las células antes de empezar el ensayo. 
 
 
WESTERN BLOT 
 
Obtención de muestras 
 
Material proveniente de tareas comportamentales: los animales fueron eutanasiados por asfixia 
con CO2 y luego decapitados con guillotina a distintos tiempos luego de la tarea comportamental 
correspondiente. Las ratas sin entrenamiento alguno (naive), fueron retiradas directamente de su 
caja de alojamiento y eutanasiadas en paralelo. Inmediatamente después se extrajo el cerebro y se 
realizó la disección sobre superficie fría, (0°-4°C) de las distintas estructuras: hipocampo, corteza 
prefrontal (CPF) y amígdala. Dichas estructuras de cada animal, se conservaron individualmente en 
tubos Eppendorf, a -80 0C, hasta su uso. 
Material proveniente de cultivos neuronales: la monocapa de células fue levantada con un cell 
scraper y recolectada en PBS. Se realizó una centrifugación de 10 min a 500 g para obtener el 
pellet de células. 
 
Extracción de proteínas  
 
Muestras proveniente de tareas de aprendizaje: Para la extracción de proteínas totales, 
cada estructura de cada animal fue homogeneizada individualmente con vástago de teflón en un 
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tubo Eppendorff de 1,5 ml, en buffer de lisis a 4°C (20 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NaCl, 0.2% 
Tritón, 1mM EGTA), suplementado con un cóctel de inhibidores de proteasas y quelantes (0.08 
mM Aprotinina, 2 mM Leupeptina, 1.5 mM Pepstatina, 1mM EDTA), al momento de ser usado. Los 
lisados fueron incubados en hielo durante 30 min y homogeneizados por última vez mediante 
pasaje por una pipeta automática. Posteriormente, los homogenatos se centrifugaron a 10000 x g 
a 4°C durante 10 min. El sobrenadante (SN) se consideró como extracto proteico total y fue diluido 
(1:100 en Hepes 20mM pH 7.4) para cuantificación de la concentración de proteínas mediante BCA 
Protein Assay Kit de Sigma. Una fracción de las proteínas totales de cada muestra fue procesada 
para el análisis por WB mientras que el resto fue conservado a -80°C. 
Muestras de cultivo: el pellet celular fue resuspendido en buffer de lisis a 4° C, se llevo a 
cabo una disgregación mecánica mediante pasajes por pipeta automática. Los lisados fueron 
incubados en hielo durante 30 min para permitir la disgregación del resto de tejido que pudiera 
quedar aun sin disgregar. 
Para el ensayo de WB, las proteínas fueron desnaturalizadas mediante el agregado de 
buffer reductor (2 % SDS, 5% β-mercaptoetanol, 10 % glicerol, 0.002 % azul de bromofenol, 0.125 
mM Tris-HCl pH 6.8) e incubadas a 95°C durante 5 min; luego de este proceso las muestras se 
almacenaron a -20°C. 
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida.  
 
Las proteínas desnaturalizadas fueron separadas mediante electroforesis unidireccional en 
gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), utilizando el sistema Mini-Protean Tetra Cell 
(Bio Rad). La corrida de las muestras se realizó en un sistema discontinuo formado por dos geles 
de distinta porosidad y pH: el gel compactador (5 % acrilamida: bisacrilamida (29:1), 1M Tris pH 
6.8, 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio, 1 % TEMED) y el gel separador (10 % 
acrilamida:bisacrilamida (29:1), 1.5 M Tris pH 8.8 , 10 % SDS, 10 % persulfato de amonio, 1 % 
TEMED). Como marcador de peso molecular se utilizó el Kaleidoscope™ Prestained SDS-PAGE 
Standards broad range (Bio Rad). La electroforesis se desarrolló a un voltaje constante de 80 V  
hasta que el frente de corrida atravesara el gel separador, y luego, a 120 V hasta el final del gel, en 
buffer de corrida (25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 0.1 % SDS, pH 8.3). Cada muestra de cada 
animal fue corrida por triplicado en tres experimentos de WB independientes. En cada 
determinación se aleatorizó el orden de siembra en el gel de manera que, en el caso de existir 
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pequeñas diferencias durante la corrida, transferencia o incubación, se repartan de forma 
homogénea en todas las muestras. 
 
Transferencia a membrana  y detección de proteínas. 
 
Las proteínas fueron electro-transferidas a membranas de PVDF (Millipore), durante 1 
hora a 350 mA (a amperaje constante), en buffer de transferencia (25 mM Tris base, 192 mM 
Glicina). Luego de la transferencia, las membranas se incubaron durante 2h en buffer de bloqueo 
(leche descremada al 3% en TTBS (20 mM Tris Base, 500 mM NaCl, 0.1 % Tween, pH 7.4); luego 
fueron incubadas toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios diluídos en Seroalbumina 
Bovina (BSA) al 3% en TTBS. Las membranas fueron lavadas tres veces con TTBS durante 10 min 
cada vez y luego, fueron incubadas a temperatura ambiente por 2 h con los anticuerpos 
secundarios acoplados con la enzima peroxidasa de rábano. Luego de la incubación, las 
membranas fueron lavadas tres veces con TTBS (10 min cada lavado). La detección de los 
complejos antígeno-anticuerpo se llevó a cabo mediante quimioluminiscencia utilizando el 
sustrato SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Solution (Thermo Scientific, MA, 
USA). La señal fue captada por exposición de placas radiográficas Ortho CP-G Plus (Agfa), reveladas 
manualmente mediante revelador y fijador de uso odontológico (Kodak). Las bandas obtenidas se 
digitalizaron y se analizó la densidad óptica (DO) mediante el programa ImageJ (NIH). El valor de 
DO de cada subunidad fue dividida por el valor de DO del respectivo control de carga GAPDH. Para 
el análisis estadístico se utilizó el promedio de las DO obtenidos en tres experimentos 
independientes de WB.  
 
Anticuerpos utilizados: 
-Anti-NMDAR2A policlonal de conejo (1:2000) (Millipore, Nro. catálogo AB1555P).  
-Anti-NMDAR1 policlonal de conejo (1:2500) (Sigma, Nro. catálogo G8913). 
-Anti- NMDAR2B monoclonal de ratón (1:2000) (Biosciences, Nro. catálogo 610416). 
 Anti- GFP policlonal de conejo (1:1000) (Molecular Probes, Nro. catálogo AB-6544).  
-Anti-GAPDH policlonal de conejo (1:4000) (Millipore, Nro. catálogo ABS16).  
-Anti-conejo HRP (1:2500) (BioRad, Nro de catálogo 1706515). 
-Anti-ratón HRP (1:2500) (Millipore, Nro. Catálogo AP160P). 
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INMUNOHISTOQUIMICA 
 
Los cubreobjetos con células se incubaron 15 min a temperatura ambiente con solución 
fijadora (paraformaldehído 4%, sacarosa 4% en PBS). Se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS y se 
incubó por 10 min con solución permeabilizadora (0.1 % Tritón X-100 en PBS). Posteriormente, se 
realizó un bloqueo con solución de suero normal de cabra al 3 % en PBS, incubándose 1 h a 37°C. 
Luego, se llevo a cabo una incubación de 1 hora con las diluciones correspondientes de 
anticuerpos primarios, preparados en solución de bloqueo. Se transfirieron los cubreobjetos a una 
placa y se realizaron 3 lavados de 10 min con solución de lavado (0.5% Tween-20 en PBS). 
Posteriormente se incubaron los cubreobjetos con la dilución del anticuerpo secundario en 
solución de bloqueo, durante 30 min. Se realizaron 3 lavados de 10 min, con solución de lavado. Se 
incubó en Hoechst 33258 Stain (HC3569) por 5 min. Se realizaron dos lavados con PBS y un último 
lavado con agua destilada. Se eliminó el excedente de agua apoyando cuidadosamente el 
cubreobjetos contra un papel absorbente y se montó en portaobjetos contra una gota de medio 
de montaje (Fluoromont, Dako). El procedimiento completo se realizó a temperatura ambiente. 
Para el almacenamiento por periodos prolongados, se selló el borde del cubreobjetos al 
portaobjetos con esmalte transparente y se mantiene a -20°C protegido de la luz.  
 
En los ensayos realizados se utilizaron los siguientes anticuerpos: 
 
-Anti-NMDAR2A policlonal de conejo (1:100) (EMD-Merck-Millipore, Nro. catálogo           
AB1555P). 
-Anti-Tubulina-β-III, hecho en ratón (1:500) (Synaptic Systems).  
-Anti- Rabbit IgG (H+L) hecho en cabra, acoplado a Alexa Fluor 568 (1:500) (Thermo Fisher, 
Nro. catálogo A-11011). 
-Anti-Mouse IgG (H+L) hecho en cabra, acoplado a Cy3 (1:500) (Thermo Fisher, Nro. 
catálogo M30010). 
 
Cuantificación de la fluorescencia: para el análisis por microscopia se utilizaron un 
microscopio IX81, Olympus y un confocal IX100, Olympus. La cuantificación se llevó a cabo 
mediante el programa ImageJ. Para cuantificar los niveles de expresión de las proteínas estudiadas 
en el soma neuronal, se delimitó el perímetro de los cuerpos neuronales y se midió la 
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fluorescencia media. También se midió la fluorescencia del fondo o background de cada foto, la 
cual fue sustraída del valor de la media obtenida para cada célula. Al realizar los análisis se 
diferenciaron dos subpoblaciones de células en los cultivos infectados con los vectores AAV. 
Inicialmente se midió a fluorescencia de las neuronas no infectadas en la longitud de onda de 
emisión de eGFP (509nm) y se utilizó el máximo valor obtenido como línea de corte. Así, aquellas 
neuronas tratadas con los vectores AAV y cuya fluorescencia era mayor al punto de corte se 
denominaron GFP+, mientras que aquellas cuya fluorescencia era menor, se denominaron GFP-. La 
cuantificación de la densidad de puncta y espinas dendríticas se realizó en dendritas de similar 
calibre. Se contó la cantidad de elementos en el fragmento seleccionado y este valor se relativizó a 
la longitud del fragmento correspondiente, medida por el programa ImageJ. Todas las mediciones 
obtenidas de dendritas de una misma célula se promediaron y este valor fue utilizado para el 
análisis estadístico.  
 
 
 
DESARROLLO DE VECTORES AAV  
 
Construcción de los plásmidos 
 
Como insertos se utilizaron secuencias codificantes para shRNAs (siglas en inglés de short 
hairpin RNA); se generaron dos shRNAs distintos: uno dirigido contra la subunidad GluN2A del 
RNMDA (sh2A) y otro con una secuencia de similar composición de bases que el sh2A, pero que no 
posee secuencia blanco conocida en células eucariontes (shSC); este último shRNA se utilizó como 
control. Los datos de estas secuencias se obtuvieron de la literatura (Kim y col., 2005) y se 
mandaron a sintetizar oligonucleótidos adecuados (Fig. 5). Para la hibridación de los 
oligonucleótidos se incubó el mix (2.5µl de cada oligonucléotido, 5 µl de buffer New England 
Biolabs (NEB) 2 y 40 µl de agua) en un ciclador térmico, aplicando un gradiente escalonado de 
temperatura, comenzando a 90°C y descendiendo 15°C cada 10 min. 
Para el clonado se utilizó el plásmido pBS-GFP-U6, que contiene las secuencias ITR del AAV, la 
secuencia del gen reportero eGFP, y contiene el promotor U6 que será ahora el promotor para la 
expresión de los shRNAs. Se linearizó 1 µg del plásmido incubándolo durante 1 hora a 37 °C con 
2,5 unidades de la enzima Bbsl; el proceso de digestión fue concluido mediante inactivación 
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enzimática por aumento de la temperatura (65°C). Posteriormente, el plásmido fue corrido en un 
gel de agarosa 1%, donde se verificó su linealidad y se extrajo la porción de gel  conteniendo la 
banda de interés,  para su purificación mediante el kit Geneclean (MP Biomedicals), de acuerdo 
con las condiciones del fabricante. Para la reacción de ligamiento se mezcló el plásmido linealizado 
con los oligonucleótidos ADNdc generados, para obtener una relación molar final inserto:plásmido 
3:1, se agregó el buffer de reacción (T4 DNA ligase buffer, 2 µl) y 1 µl de la enzima T4 DNA ligasa. 
Se llevó a 20 µl de volumen final y se incubó a 16°C toda la noche. Se obtuvieron así los plásmidos 
pBS-GFP-U6-sh2A y pBS-GFP-U6-shSc (Fig. 6). Una vez concluido el ligamiento, el ADN se introdujo 
en bacterias E. coli competentes, mediante transformación por choque térmico (30 min en hielo, 
30 seg a 42°C y, finalmente, 5 min en hielo). Las bacterias fueron sembradas  en placas de agar  
Luria-Bertani (LB)  y al día siguiente se aislaron y amplificaron algunas colonias en tubos 
individuales, con medio LB líquido, incubándolas por 16 h a 37°C, en continua agitación.  Luego, a 
partir de estos cultivos, se llevó a cabo una extracción de ADN plasmídico empleando un kit de 
purificación de ADN (QIAprep-Spin-Miniprep-Kit, Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. 
El plásmido aislado se analizó mediante digestión enzimática y secuenciación para verificar si la 
construcción había sido exitosa y se había obtenido el plásmido de interés.  
 
 
 
Fig. 6. Mapa de los plásmidos pBS-GFP-U6-sh2A  y pBS-GFP-U6-ShSC 
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Producción de vectores AAV 
 
Para la produccción de vectores AAV se cotransfectaron 3 plásmidos en células 293SZ: el plásmido 
pBS-GFP-U6-sh2A o pBS-GFP-U6-ShSC que portan el transgén (shRNA), el plásmido rec cap 
necesario para la encapsidación (utilizamos el serotipo AAV9 debido a su neurotropismo) y el 
plásmido helper que contiene los genes necesarios para la replicación viral (Griegery col., 2006). La 
trasfecciòn se llevo a cabo mediante la técnica de precipitación de ADN con CaCl2. 48 hs post 
transfección las células productoras fueron cosechadas, se centrifugaron durante 20 min a 2000 
rpm a 20 °C y el pellet fue resuspendido en buffer de lisis (HEPES 0.05M / NaCl 0.15M pH 7.6). 
Posteriormente se realizaron tres ciclos de congelación en nitrógeno líquido/descongelación en 
baño térmico a 37°C, para romper las células y obtener la producción del vector. El lisado celular 
fue clarificado por centrifugación; se realizó una primera centrifugación de 15 min a 3000 rpm, 
recuperando el SN y centrifugándolo nuevamente por 10 min a 10000g; el nuevo SN se recuperó y 
se sembró en gradientes de CsCl para su purificación. La producción viral se tituló por 
cuantificación del número de partículas conteniendo genoma, mediante PCR cuantitativa, 
obteniéndose los siguientes títulos: AAV-sh2A: 4,3x1011 partículas/mL y AAV-shSc: 9,8x1011 
partículas/mL. 
 
 
Caracterización de los vectores AAV (ensayos in vitro) 
 
Transducción del vector en cultivos primarios.  
 
Los cultivos fueron transducidos luego de 12-14 días in vitro (DIV). Para ello, se procedió a 
retirar el medio de cultivo de los pocillos (MW6) hasta dejar 1 ml en cada uno; se inoculó el 
volumen de vector necesario para obtener la MOI especificada en cada ensayo. Las células se 
incubaron con el inóculo en estufa a 37°C, con 5% de CO2 por una hora, al final de la cual se 
restituyó a cada pocillo el medio de cultivo retirado inicialmente, sin extraer el inóculo. 
Finalmente, los cultivos fueron incubados en estufa a 37°C con 5% de CO2, por los días que se 
indican en cada ensayo, para luego fijarlos y realizar ensayos de inmunohistoquímica o realizar 
lisados celulares para análisis de RNA y proteínas. 
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Análisis de los niveles de expresión de ARNm. 
 
Extracción de ARN: Se extrajo ARN de las células cultivadas en alta densidad, utilizando TRI 
Reagent (Sigma-Aldrich), siguiendo los pasos especificados por el fabricante. En todos los 
procedimientos se utilizaron materiales y soluciones libres de RNAsa y, a su vez, las superficies de 
trabajo se limpiaron con la solución RNAseZAP (Ambion). Las muestras se homogeneizaron 
utilizando 1 ml del reactivo de MW6 por cada pocillo y 2 ml en cada placa p60. Cuando fue 
necesario, las muestras se almacenaron en freezer a -80°C. Para la extracción de ARN se agregaron 
0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRI utilizado, se agitó durante 15 seg y se incubaron las 
muestras a temperatura ambiente por 15 min. Luego, se centrifugaron a 12000 x g durante 15 
min, a 4°C. La parte superior acuosa, que contiene el ARN, fue transferida a un tubo limpio y el 
ARN fue precipitado con 0.5 ml de 2-propanol, por cada ml de TRI utilizado inicialmente. Con una 
centrifugación de 10 min a 12000 x g, se precipitó el ARN, que fue lavado dos veces con etanol 
75% y resuspendido en agua ROUX (laboratorios Roux-OCEFA). La integridad del ARN obtenido fue 
chequeada por gel de agarosa 2% y la cantidad de ARN fue evaluada mediante la absorbancia UV 
(λ: 260nm); así como también fue estimada la presencia de proteínas u otros contaminantes en la 
muestra (Abs 260/280 y 260/230, respectivamente), en un espectrofotómetro Eppendorf 
Biophotometer Plus. 
 
RT-PCR. Los primers específicos fueron diseñados utilizando el Primer designing tool 47. Se 
descartó la posible formación de hairpins, homo y heterodímeros con OligoAnalyzer Tool 
(Integrated DNA Technologies, IDT, USA).  
 
 
Tabla 1: Secuencias de los primers utilizados en la RT-PCR y tamaño de los productos de 
amplificación.  
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Se llevó a cabo la técnica de RT-PCR de un solo paso. La misma consiste en incubar una 
solución 0.5 µM de cada primer con 100 ng de ARN a 70°C por 5 min y enfriarla rápidamente. 
Luego se agrega buffer de reacción TAS 1X, dNTPs 0.125 mM, Cl2Mg 1.25 mM, solución enhancer 
0.05 X 1 unidad de RNasa out, 1 unidad de polimerasa Thermus aquaticus (Inbio Highway) y 5 
unidades de M-MLV Transcriptasa reversa RNasa H- (Genbiotech), en un volumen final de 20 µl. 
Los parámetros de los ciclos de amplificación fueron los siguientes:  
  
- Retrotranscripción: 42°C – 60 min.  
- Desnaturalización inicial: 95°C – 2 min. 
- Desnaturalización secundaria: 94°C – 30 seg. 
- Hibridación (annealing): 66°C – 30 seg. 
- Elongación: 72°C – 20 seg. 
- Elongación final: 72°C – 4 min.  
  
El ciclo compuesto por la desnaturalización secundaria, hibridación y elongación se repitió 
32 veces.  Los productos de PCR se separaron electroforéticamente en geles de agarosa 2% y se 
visualizaron en un transiluminador Gel Doc EZ system (Biorad). La intensidad de las bandas se 
cuantificó con el programa ImageJ. 
 
 
ANALISIS DE DATOS 
 
Los datos del número de cruces/min y de elevaciones/min de la tarea de CA, fueron 
analizados mediante el test no paramétrico de Friedman para medidas repetidas, seguido por 
prueba de comparaciones múltiples de Dunn. La comparación de cruces y elevaciones totales 
entre la sesión de entrenamiento y la de testeo, se evaluó mediante prueba de Wilcoxon. La 
estadística no paramétrica se utilizó en base a la distribución no normal de los datos, que son 
discretos y con un límite de tiempo. La preferencia de exploración durante la tarea de 
reconocimiento de objetos fue evaluada mediante t de student para datos pareados. 
Los datos de WB, fluorescencia y expresión de RNAm fueron analizados mediante ANOVA 
o t de student dependiendo del número de grupos. 
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Los gráficos y el análisis estadístico se realizaron utilizando el programa Graphpad Prism 
(versión 6 para Windows, GraphPad Software, EEUU, www.graphpad.com). 
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RESULTADOS 
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CAMBIOS EN LOS NIVELES DE LAS SUBUNIDADES DEL RNMDA LUEGO DE UN 
ENSAYO CA. 
 
En un trabajo previo, reportamos cambios en la expresión de subunidades del RNMDA 
luego de la inducción de LTP en rodajas frescas de hipocampo por estimulación eléctrica de 
frecuencia theta (TBS del inglés Theta Burst Stimulation). En las rodajas estimuladas, analizamos 
los niveles de GluN1, GluN2A y GluN2B mediante WB, a los 30 y a los 70 min post-TBS. 
Observamos un aumento significativo de GluN1 y GluN2A a los 70 min, pero no a los 30 min, sin 
cambios significativos en GluN2B al comparar con los niveles de estas subunidades que 
presentaban rodajas no estimuladas (control absoluto) y también en aquellas estimuladas en las 
que no se había establecido LTP (control de potenciación). Debido a que observamos este 
aumento de subunidades luego de inducción efectiva de LTP, y teniendo en cuenta que la LTP sería 
parte del mecanismo de formación de memorias a nivel sináptico, nos preguntamos si este 
aumento se hallaba conservado, in vivo, durante la adquisición-consolidación de una memoria. Por 
eso decidimos estudiar si existían modificaciones en los niveles del RNMDA en el hipocampo, 
durante la adquisición/consolidación de un aprendizaje espacial y dependiente de esa estructura, 
como es la habituación a un ambiente novedoso (Izquierdo y col.,  1992; Thiel y col., 1998; Vianna 
y col., 2000) 
La habituación es el aprendizaje más elemental y sencillo, del tipo no asociativo, que se 
expresa, a nivel comportamental, como una disminución en la probabilidad de respuesta ante la 
presentación repetida de un estímulo. La habituación a un CA se expresa comportamentalmente, 
como una disminución de la actividad exploratoria del animal a medida que conoce y reconoce un 
ambiente. Esta disminución requiere de un aprendizaje, con formación de una memoria y-o 
representación/mapa del ambiente, que lleva a su reconocimiento y hace posible la evocación. Si 
esta memoria perdura en el tiempo, pondrá en evidencia que ha habido consolidación y que se dio 
lugar a la formación de una memoria de larga duración (MLP).  
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ANIMALES DE 2 MESES 
Habituación. 
Para evaluar habituación en adultos jóvenes, ratas de 2 meses fueron sometidos a una 
única sesión de CA de 5 min, en la cual se registraron los parámetros exploratorios (nº de cruces y 
nº de elevaciones), durante cada minuto. En otro grupo, los animales fueron colocados en el CA 
por una única sesión de sólo 1 min de duración ya que previamente se habia demostrado que una 
sesión de CA de 5 min, pero no de 1 min, es capaz de inducir habituación (Izquierdo 1992, Vianna 
2000). Los animales que fueron expuestos por 5 min al CA, mostraron una disminución significativa 
en el número de cruces en los minutos 3, 4 y 5, con respecto al primer minuto de la sesión, 
mientras que el número de elevaciones fue significativamente menor en el minuto 5, lo que pone 
en evidencia la habituación al ambiente novedoso (Fig. 7). Los animales expuestos sólo un minuto 
al CA exploraron de manera similar a los animales del otro grupo (5 min), durante el primer 
minuto de exploración. (Fig. 7).  
 
 
 
Fig. 7. Exploración del CA por ratas de 2 meses que fueron sometidos a una única sesión de CA. Los 
gráficos muestran el número de cruces (A) y elevaciones (B) (Media ± EEM) para cada minuto de la sesión de 
campo abierto. En color negro se puede apreciar el desempeño de los animales que pasaron por una sesión 
de 5 min y en rosa, el de aquellos con una sesión de sólo 1 min. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 
Prueba de Friedman seguida por prueba de comparaciones múltiples de Dunn; Sesión 5 min (n=16), sesión 1 
min (n=14). 
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Memoria de corto y de largo plazo  
 
Para evaluar si había tenido lugar la formación de una memoria del ambiente explorado, 
los animales fueron expuestos a una segunda sesión de CA, de igual duración y separada de la 
primera por 40 min, de manera de evaluar MCP. En esta ocasión, se comparó el número total de 
cruces y de elevaciones de la segunda sesión con el de la primera. Así, en aquellos animales 
expuestos a dos sesiones de 5 minutos, se observó una disminución significativa en los parámetros 
exploratorios de la segunda sesión. Esta menor exploración se interpreta como un reconocimiento 
del ambiente, lo que indica que los animales poseen una MCP de ese ambiente que les permite 
reconocerlo (Fig. 8).  
Algo muy similar ocurrió cuando la segunda sesión se realizó 24 h después de la primera, 
poniendo en evidencia la formación de una MLP, lo que indica que hubo consolidación de esa 
memoria (Fig. 8). Por otro lado, los animales expuestos a sesiones de 1 min no fueron capaces de 
formar MCP o MLP del ambiente ya que exploraron el ambiente de manera similar durante las dos 
sesiones. 
 
Fig. 8. Exploración del CA por ratas de 2 meses que fueron sometidas a dos sesiones de CA. Las barras 
representan el número total de cruces y elevaciones (Media ± EEM) para cada una de las sesiones, 
separadas 40 min (MCP) o por 24 h (MLP). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Prueba de Mann Whitney; (n=8 
por grupo). 
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Niveles de las subunidades del RNMDA en el hipocampo luego una sesión de CA. 
 
Para analizar posibles cambios en las subunidades del receptor NMDA luego de la 
adquisición de un aprendizaje espacial, evaluamos el nivel de dichas subunidades por WB. Para 
esto, animales que habían sido expuestos al CA en las sesiones ya descriptas fueron eutanasiados 
a distintos tiempos, según lo establecido en los ensayos de LTP. Se analizaron los siguientes 
grupos: 
 
 
 
 
 
 
 
Inmediatamente después de la eutanasia, se disecaron los hipocampos y se realizaron 
homogenatos de cada animal, los cuales fueron utilizados para analizar los niveles proteicos de 
GluN1, GluN2A y GluN2B mediante WB (Fig.9B). En estos ensayos se detectó un aumento 
significativo en los niveles de GluN1 y GluN2A, a los 70 min de la sesión de 5 min en el CA (grupo 
5’-70’), comparados con los niveles de las mismas subunidades en los otros grupos analizados: 1’-
70’, 5’-0’ y 5’-30’ (Fig. 9B). En cambio, para la subunidad GluN2B, no se detectaron cambios 
significativos en ninguno de los grupos evaluados. Los grupos 5’-0’ y 1’-70’ no mostraron 
diferencias significativas en los niveles de las subunidades respectivas. Estos resultados muestran 
que hay un aumento selectivo en los niveles de las subunidades GluN1 y GluN2A en el hipocampo, 
70 min después de una sesión capaz de generar una memoria de habituación, que se puso en 
evidencia tanto dentro de la misma sesión (“Memoria de Trabajo”), como en el corto (MCP) y en el 
largo plazo (MLP). En cambio, no se observaron diferencias significativas en los niveles de ninguna 
subunidad, para aquellos animales expuestos a una sesión de 1 min en el CA. Estos resultados 
sugieren que los cambios observados en GluN1 y GluN2A podrían deberse a la adquisición-
consolidación de una memoria de habituación al CA, y no a la simple exposición al ambiente, o 
Grupo Sesión de CA Eutanasia 
1’-0’ 1 min Inmediatamente después del CA 
1’-70’ 1 min 70 min después del CA 
5’- 0’ 5 min Inmediatamente después del CA 
5’-70’ 5min 70 min después del CA 
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exclusivamente a la novedad. Aunque no puede descartarse que los cambios tengan que ver con la 
exploración de ese ambiente. 
 
 
 
Fig. 9. Nivel de las subunidades del NMDAR del hipocampo luego de una sesión de CA. A. Esquema del 
diseño experimental, los recuadros negros indican la duración de la sesión de CA y las flechas el momento 
de la eutanasia. B. Media ± EEM de la densidad óptica para las bandas de GluN1, GluN2A y GluN2B 
normalizadas a su respectivo control de carga (GAPDH) y relativizadas al nivel de las subunidades del grupo 
(5’-0’). p*< 0.05, ANOVA de un factor, seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Newman-Keuls; 
(n=5 por grupo). En la parte superior del gráfico de barras se muestra una imagen representativa de las 
bandas de WB para cada subunidad y para el control de carga utilizado, GAPDH. 
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Niveles de las subunidades del RNMDA del hipocampo luego de  dos sesiones de CA. 
Para intentar dilucidar si el aumento en GluN1 y GluN2A observado luego de la 
habituación, se podría deber, efectivamente, a la adquisición/consolidación de la memoria, o si 
podría ser consecuencia de la actividad exploratoria o locomotora en el CA durante los 5 min del 
entrenamiento, nos propusimos evaluar los niveles de las subunidades luego exponer a los 
animales por segunda vez al mismo CA. Como control, para determinar el nivel basal de las 
subunidades, otros animales fueron expuestos a una única sesión de 5 min en el CA y fueron 
eutanasiados a las 24h (5’-24h).  
Como puede observarse en la Fig. 10, los niveles de GluN1 y GluN2A a los 70 min de la 
segunda sesión (o test) en el CA, son similares a los grupos controles 5’-0’ y 5’-24h.  
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Fig.10. Niveles de las subunidades del RNMDA luego de dos sesiones de CA. A. Esquema del 
diseño experimental. B. Las barras representan la Media ± EEM de la densidad óptica para las bandas de 
GluN1, GluN2A y GluN2B normalizadas a su respectivo control de carga (GAPDH) y, relativizada al nivel de 
subunidades del grupo (5’-0’). * p< 0.05, ANOVA de una vía, seguido prueba de comparaciones múltiples de 
Newman-Keuls;(n=5) por grupo. En la parte superior del gráfico de barras se muestra una imagen 
representativa de las bandas de WB para cada subunidad y su respectivo control de carga. 
 
Estos resultados muestran que el aumento de GluN1 y GluN2A observado 70 min después 
de una única sesión de 5 min en el CA, es transitorio dado que, 24h después, los valores fueron 
similares a los de los controles del grupo 5’-0’. Por otra parte, el aumento en las subunidades tuvo 
lugar únicamente luego del entrenamiento de 5 minutos en el CA, sesión en la cual se produciría la 
adquisición y, posiblemente, el comienzo de la consolidación de la memoria de habituación. En 
cambio, al explorar el ambiente por segunda vez durante el test, no hubo cambios en las 
subunidades, indicando que el aumento observado no se debería a la mera exploración ni a la 
actividad locomotora desarrollada en ambas sesiones. 
 
CAMBIOS EN LAS SUBUNIDADES DEL RNMDA LUEGO DEL ENTRENAMIENTO EN (RO). 
 
El aumento de las subunidades del RNMDA podría estar relacionado con la formación de 
una memoria pero también, podría ser debido solo a la habituación, por lo que nos preguntamos 
si dichos cambios ocurrían post adquisición de otro tipo de aprendizajes como por ejemplo, un 
aprendizaje de tipo asociativo con componentes espaciales, como es el reconocimiento de 
objetos. Para esto, animales adultos de 3 meses fueron habituados a un CA durante 3 días (10 min 
cada día, en tres días consecutivos, de manera que estuvieran familiarizados con el ambiente. Al 
cuarto dia, se realizo el entrenamiento en RO. En el mismo, dos objetos novedosos idénticos (A-A’) 
fueron colocados en el campo abierto y se dejó a los animales explorarlos libremente por 5 min. 
Durante este periodo se cuantificó el tiempo de exploración para cada objeto. Luego del 
entrenamiento, se realizó la eutanasia inmediatamente (0’ post TR) o 70 min después (70’ post TR) 
y se disecaron ambos hipocampos para el análisis mediante WB.  
Como se observa en la Fig. 11, durante la sesión de entrenamiento no hubo diferencias 
significativas en el tiempo de exploración de cada uno de los dos objetos idénticos. Los animales  
52 
 
exploraron durante un tiempo similar el objeto de la derecha y el de la izquierda; lo que indica que 
no existió preferencia por una posición en particular. Por otro lado, el análisis por WB de los 
homogenatos totales de hipocampo, mostró que existía un aumento significativo en GluN1 y 
GluN2A, sin modificaciones para GluN2B, 70 min después del entrenamiento en RO, similar a lo 
encontrado durante la habituación a un CA. Esto demuestra que las subunidades aumentan luego 
del entrenamiento en otro tipo de tareas con componente espacial. 
 
 
 
Fig.11. Niveles de las subunidades del RNMDA luego del entrenamiento en OR. A. Esquema del diseño 
experimental. B. Media ± EEM del tiempo de exploración para cada objeto (seg), durante la sesión de 
entrenamiento, n=20. C. Diagramas de barras representando Media ± EEM de la densidad óptica para las 
bandas obtenidas por WB para GluN1, GluN2A y GluN2B, normalizadas a su respectivo control de carga 
GAPDH y relativizadas al promedio del grupo (0’ post TR). Comparaciones mediante “t” de Student para 
muestras no pareadas; * p<0.05, **p<0.01. (n=10) para 0’ post TR; (n=10) 70’ post TR. 
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Debido a que encontramos cambios similares en las subunidades del RNMDA durante la 
fase de consolidación temprana de dos tareas distintas y asociadas a distintas áreas del cerebro 
como son la habituación a un ambiente novedoso (dependiente de hipocampo) y el 
reconocimiento de objetos (dependiente de corteza prefrontal), decidimos seguir estudiando este 
fenómeno y su dinámica. Para ello, continuamos trabajando, en primer lugar, con la tarea de 
exploración y habituación al CA. 
 
DINÁMICA DEL CAMBIO DE LAS SUBUNIDADES GLUN1 Y GLUN2A LUEGO DEL ENTRENAMIENTO 
EN CA 
 
Debido a que el aumento en GluN1 y GluN2A luego de la habituación al CA fue transitorio, 
ya que no persistía 24 h luego del aprendizaje (Fig.10), decidimos estudiar con mayor precisión la 
dinámica con la que ocurren estos cambios. Para ello, un nuevo grupo de animales fue expuesto a 
una sesión de CA de 5 min (entrenamiento). En este caso, la eutanasia se efectuó inmediatamente, 
70’, 90’, 120’, 180’ y 240’ post-entrenamiento. Posteriormente, el análisis por WB de los niveles 
proteicos en hipocampo, corroboró el aumento en GluN1 y GluN2A 70 min luego del 
entrenamiento (Fig. 12).  
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Fig. 12. Curva temporal de la expresión de GluN1 y GluN2A luego del entrenamiento en CA. Media ± EEM 
de la densidad óptica para las bandas de GluN1 y GluN2A, normalizadas a su respectivo control de carga 
(GAPDH). *p< 0.05, ANOVA de una vía seguido por prueba de comparaciones múltiples de Newman-Keuls; 
(n=5) para cada tiempo. 
 
En la Fig.12 se observa que luego del pico de máximo de aumento a los 70 min, los niveles 
de ambas subunidades disminuyen a niveles similares a los basales partir de los 90 min. Sin 
embargo, los niveles resultaron significativamente menores al máximo, recién a partir de los 180 
min para GluN1 y a los 240 min, para GluN2A. 
 
 
 
RENDIMIENTO EN EL CA Y  NIVELES DE LAS SUBUNIDADES LUEGO DE LA EXPOSICIÓN AL MISMO, 
A LO LARGO DEL DESARROLLO POSTNATAL Y EN EL ADULTO. 
 
 
Nos preguntamos si el aumento de las subunidades luego de la habituación se hallaba 
conservado a lo largo de la vida y podía así constituir un marcador de la consolidación de 
memorias al menos, de tipo espacial. Entonces investigamos si el aumento en GluN1 y GluN2A, 
observado en el hipocampo a los 70 min de la habituación al CA, ocurría luego de una sesión de CA 
de 5 min, en ratas de 1,2, 3 y 12 meses. En la Fig. 13 se puede observar el desempeño de los 
animales en la sesión de entrenamiento de 5 min en el CA. En todas las edades estudiadas hubo 
una disminución significativa en el número de cruces (Fig. 13A) y elevaciones, cuando se comparó 
el 5to minuto con el 1ro dentro de la sesión (Fig. 13B). Es decir que los animales de todas las 
edades evaluadas, se habituaron intrasesión.  
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Fig. 13. Parámetros exploratorios de ratas de distintas edades en una sesión en el CA. Las curvas de colores 
muestran el número de cruces (A) y elevaciones (B) (Media ± EEM), para cada minuto de la sesión de 5 min 
de CA. Las barras representan el número de cruces (A) y de elevaciones (B) realizados en el primer y último 
minuto de la sesión. Se observa una disminución significativa en el número de cruces y elevaciones en el 5° 
min respecto al 1°, para todas las edades evaluadas, indicando que hubo habituación intrasesión. 
***p<0.001, ****p<0.0001, Comparación entre 1° y 5° min por prueba de Wilcoxon. 
 
 
 
 
56 
 
Una vez finalizada la sesión de CA, se evaluaron las subunidades GluN1 y GluN2A para las 
distintas edades. La eutanasia se efectuó a dos tiempos: inmediatamente (5’-0’) o 70 min (5’-70’) 
luego del entrenamiento y nuevamente se extrajeron ambos hipocampos para el procesamiento y 
análisis por WB. En animales de 1 y 3 meses se observó un aumento similar al descripto en 
animales de 2 meses: es decir, que hubo un aumento significativo de GluN1 y GluN2A a los 70 min 
de una sesión de CA de 5 min (Fig. 14). Sin embargo, no hubo cambios significativos en los niveles 
de esas subunidades, luego de la exposición al CA, en los animales de 12 meses. 
 
 
Fig.14. Niveles de GluN1 y GluN2A luego del CA en animales de 1, 2, 3, y 12 meses. Media ± EEM de la 
densidad óptica  de bandas obtenidas por WB, de GluN1 y de GluN2A, normalizadas a su respectivo control 
de carga (GAPDH) y relativizada al nivel de subunidades del grupo (5’-0’). *p<0.05, **p< 0.01, *** p<0.001, 
comparaciones por “t” de Student para muestras no pareadas; (n=5 para cada grupo). 
 
 
 
 
 
 
57 
 
MEMORIA DE LARGO PLAZO A LO LARGO DEL DESARROLLO POSTNATAL Y EN EL ADULTO. 
 
Nos preguntamos si la falta de aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A luego del 
entrenamiento, en los animales 12 meses, podría estar afectando la consolidación de la memoria. 
Para poder corroborar esto, animales de 12 meses fueron expuestos a una segunda sesión de CA 
de 5 min, 24 h después de la sesión de entrenamiento. Se compararon los cruces y elevaciones 
totales de ambas sesiones; hubo una disminución significativa en el número de cruces y 
elevaciones durante el test, en comparación con el entrenamiento, para todos los grupos de 
animales (Fig. 15), esta diferencia es significativamente menor en animales de 12 meses que en 
aquellos de 1, 2, y 3 meses.Sin embargo,  los animales de 12 meses parecen haber formado una 
MLP a pesar de que las subunidades GluN1 y GluN2A no aumentaron luego del entrenamiento,  
 
 
Fig.15. Memoria de largo plazo a lo largo del desarrollo postnatal. Los gráficos representan el número total 
de cruces y elevaciones (media ± EEM) para cada una de las sesiones, comparaciones mediante prueba de 
Wilcoxon; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 1 mes (n=7), 2 meses (n=8), 3 meses (n= 11), 12 
meses (n=25). 
Como el aumento de las subunidades luego del entrenamiento, parecería variar con la 
edad, evaluamos los niveles de GluN1 y GluN2A, en el hipocampo de animales naive de 3 y 12 
meses para determinar si existen diferencias intrínsecas de la edad, que podrían estar influyendo 
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sobre los resultados pero no observamos diferencias significativas en los niveles totales de GluN1, 
GluN2A y GluN2B entre las dos edades evaluadas (Fig.16). Debido a que los niveles totales pueden 
no reflejar cambios en la relación/proporción de estas subunidades, evaluamos la relación entre 
GluN1/GluN2A, GluN1/GluN2B y GluN2A/GluN2B, ya que estas relaciones podrían influir de forma 
significativa en la plasticidad sináptica. Tampoco observamos cambios significativos en ninguna de 
las relaciones estudiadas, para las tres edades evaluadas.  
Estos resultados muestran que no existe una diferencia en los niveles basales, o en la 
relación entre las distintas subunidades debida a la edad, que pueda estar influyendo sobre los 
valores obtenidos post-entrenamiento. 
 
Fig. 16. Niveles de las subunidades del RNMDA en animales naive. Los gráficos representan los niveles de 
las subunidades GluN1, GluN2A y GluN2B  y las distintas relaciones entre cada subunidad en hipocampo. Los 
resultados están expresados como Media ± EEM. No existen diferencias significativas en ninguno de los 
graficos analizados, comparaciones por “t” de Student para muestras no pareadas  n=6 para cada edad.  
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NIVELES DE GLUN1 Y GLUN2A EN OTRAS ESTRUCTURAS RELACIONADAS CON LA ADQUISICIÓN Y 
ALMACENAMIENTO DE LA MLP. 
Hasta aquí hemos presentado los resultados de los cambios de la subunidades del RNMDA 
en el hipocampo debido a que esta estructura juega un rol crucial en la formación de memorias de 
tipo espaciales. Sin embargo, a medida que esas memorias maduran/persisten pueden propagarse 
hacia otras estructuras cerebrales, donde también podrán ser procesadas y almacenadas (Teng y 
Squire, 1999; Rosenbaum y col., 2000; Frankland y Bontempi, 2005). Henderson y col., (2012), 
habían descripto aumentos en los niveles  de las subunidades GluN1 y GluN2A en la corteza 
prefrontal, una y tres semanas después a la adquisición de un  nuevo aprendizaje persistente y 
asociado a la preferencia de gusto . Por lo que nos preguntamos si la “propagación” a otras 
estructuras involucradas en la persistencia de la memoria podría estar relacionada con un 
hipotético cambio de las subunidades, similar a los cambios aquí reportados, que podrían 
favorecer la plasticidad requerida, para la propagación hacia o en otras estructuras. En 
consecuencia, decidimos evaluar si existían cambios en GluN1 y GluN2A en corteza prefrontal 
(CPF) y Amígdala, en distintas fases de la memoria en estudio: En consecuencia, decidimos evaluar 
si existían cambios en GluN1 y GluN2A en corteza prefrontal (CPF) y Amígdala (Ami), en distintas 
fases de la memoria en estudio: poco después del entrenamiento, luego del testeo de MLP a las 24 
h y también, luego del testeo de una memoria remota (2 meses). A los 0 ó 70 min del 
entrenamiento o del testeo correspondiente, se efectuó la eutanasia y se extrajeron las 
estructuras amígdala, CPF e hipocampo, para su procesamiento y posterior análisis mediante WB. 
 
Fig. 17. Diseño experimental; los recuadros negros indican las sesiones de CA realizadas y, las flechas, el 
momento de eutanasia para cada caso particular. Para el TR y Test 1 se utilizaron animales de 3 meses de 
edad. Para el Test 2, los animales fueron entrenados al mes de edad y testeados dos meses después para 
evaluar memoria remota. 
60 
 
 
Fig.18. Cruces y elevaciones para animales expuestos por primera vez al CA (TR) y animales entrenados en el 
CA y testeados 24 hs después (Test 1) o 2 meses después (Test 2). Las curvas muestran el número de cruces 
(A) y elevaciones (B) para cada minuto de la sesión de CA. Los gráficos de barras, indican los cruces (A) y 
elevaciones (B) totales realizados durante los 5 min de cada sesión. Los valores están representados como 
media ± EEM. *p< 0.05, **p<0.01, ANOVA de una vía seguido por prueba de comparaciones múltiples de 
Dunnet; (n=10) para cada grupo.  
 
Como se observa en la Fig. 18, durante el testeo, realizado 24 h después de la primera 
sesión o entrenamiento (TR), los animales exploraron significativamente menos el CA, que durante 
el TR. Esto indica que los animales recuerdan el CA, que formaron MLP y que conservan una 
memoria remota del ambiente, con habituación al mismo. 
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Fig. 19. Niveles de GluN1 y GluN2A en CPF y Amígdala. Las barras representan la media ± EEM, de 
la densidad óptica para las bandas obtenidas por WB de GluN1 y de GluN2A, normalizadas a su respectivo 
control de carga (GAPDH). *p<0.05, Comparaciones 0 vs 70 mediante “t”de Student; (n=5) por grupo 
 
El análisis mediante WB (Fig. 19) reveló que, luego del entrenamiento en el CA (TR), no 
hubo cambios significativos en los niveles de GluN1 y GluN2A, ni en la CPF ni en amígdala, 
conservandose el aumento descripto anteriormente en el hipocampo. Por otro lado, en las ratas 
eutanasiadas 70 min después del Test 24h postraining (Test 1), hubo un aumento significativo de 
GluN1 y GluN2A en la CPF, pero no en hipocampo, ni tampoco en amígdala (Fig. 19). 
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Estos resultados nos permiten concluir que la exploración de un CA durante 5 minutos 
induce una memoria duradera en ratas naive, al menos en nuestras condiciones experimentales. 
Además, sugieren que el aumento de las subunidades del RNMDA en la CPF estaría involucrado en 
“el almacenamiento” o “persistencia de la traza” de esa memoria del ambiente, que hace posible 
la habituación y su persistencia. 
 
RECONOCIMIENTO DE OBJETOS (RO) 
 
Dado que: 1) encontramos cambios en la subunidades del RNMDA durante el testeo de 
animales en una memoria de habituación en la CPF; 2) se ha demostrado la importancia de la CPF 
en la tarea de reconocimiento de objetos (Akirav y Maroun, 2006; Barker, 2007) y 3) hubo un 
aumento significativo en GluN1 y GluN2A a los 70 min del entrenamiento en RO. Decidimos 
estudiar si existían modificaciones en las subunidades del RNMDA que pudieran ocurrir durante o 
luego de las diferentes sesiones de testeo, en la tarea de reconocimiento de objetos (RO).  
La memoria de reconocimiento de objetos tiene la particularidad de poder cambiar las 
condiciones durante la sesión de test cambiando uno de los objetos ya sea por un nuevo objeto 
desconocido (Reconocimiento de un objeto novedoso) o por el cambio de lugar de uno de los 
objetos (Reconocimiento de nueva localización), lo que resultó atractivo para estudiar que sucedía 
con la expresión de las subunidades luego de estos paradigmas. Por esto, luego del 
entrenamiento, los animales fueron divididos para ser testeados en tres grupos distintos: 
1) Con los mismos objetos del entrenamiento (A - A’), en el mismo contexto familiar. 
2) Con un objeto novedoso y uno familiar (A - B), en el contexto familiar.  
3) Con los mismos objetos del entrenamiento (A - A’), en el mismo contexto familiar, pero con uno 
de ellos cambiado de lugar (localización de objetos). 
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Subunidades del RNMDA luego del testeo con dos objetos  familiares. 
 
Para comparar el desempeño en el entrenamiento y en el testeo, se midió el tiempo de 
exploración de cada objeto y, posteriormente, se calculó el índice de discriminación (ID) para cada 
sesión. Durante el TEST no hubo diferencias significativas entre el ID del entrenamiento y el ID del 
testeo; lo que indica que los animales exploraron de manera similar los objetos familares en las 
dos sesiones, sin preferencias por alguno de ellos o por su ubicación (Fig. 20 B). Aunque el tiempo 
total dedicado a la exploración de los objetos parece ser menor en la sesión de testeo, dicha 
disminución no resultó significativa (Fig. 20 C). 
 
 
Fig.20. Exploración durante el testeo con objetos familiares. A. Esquema del diseño experimental. B Media 
± EEM del %ID= (t objeto A - t objeto A’/ t objeto A + t objeto A’)*100 durante el TR y el TEST, n=12. C 
tiempo total de exploración (objeto A + objeto A’) durante la sesión de TR y TEST, valores expresados como 
Media ± EEM.  
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Luego de la sesión de testeo, se analizaron los niveles de las subunidades del RNMDA 
mediante WB, en el hipocampo y la CPF en estructuras disecadas 70 min o inmediatamente post 
test. Sorprendentemente, a los 70 min del testeo, no se observaron cambios significativos en los 
niveles de GluN1, GluN2A o GluN2B, ni en el hipocampo ni en la CPF (Fig. 21).  
 
 
Fig. 21. Subunidades del RNMDA luego del testeo con dos objetos familiares. Los diagramas de barras 
representan la Media ± EEM de la densidad óptica, obtenida por WB,  para las bandas  de GluN1, GluN2A y 
GluN2B normalizadas a su respectivo control de carga GAPDH,  relativizadas al promedio del grupo 0’ post 
TR para Hipocampo y CPF. Grupo 0 post TEST (n=6); grupo 70’ post TEST (n=6). En la parte superior del 
gráfico de barras se muestra una imagen representativa de las bandas de WB para cada subunidad y su 
respectivo control de carga GAPDH. 
 
Subunidades del RNMDA luego del testeo con un objeto novedoso y otro familiar. 
 
Durante esta sesión de testeo, los animales que fueron expuestos a un objeto familiar 
(utilizado durante el entrenamiento) y un objeto novedoso pasaron significativamente más tiempo 
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explorando el objeto novedoso que el familiar, por lo que observó una diferencia significativa 
entre el ID del entrenamiento y el ID del TEST (Fig.22B). La exploración más prolongada del objeto 
novedoso indica que los animales tienen memoria del objeto familiar presente y, tal vez, del 
objeto familiar ausente, y que este recuerdo les permite discriminar el nuevo objeto. Por otro 
lado, no se encontraron diferencias entre el tiempo total de exploración de la sesión del TR y del 
TEST, ya que los animales dedicaron un tiempo total similar en ambas sesiones a la exploración de 
los objetos (Fig. 22 C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22. Discriminación de objeto novedoso. A. Esquema del diseño experimental. B. Media ± EEM de la 
relación ID del TR :(t objeto A - t objeto A’/ t objeto A + t objeto A’)*100 y del % ID del TEST (t objeto B - t 
objeto A’ / t objeto B + t objeto A’)*100.  *p<0.05, comparación por “t” de Student para muestras 
apareadas;n=12. C. Gráfico de barras que representa la media ± EEM del tiempo de exploración total de los 
dos objetos, en cada sesión: TR (objeto A + objeto A’); TEST (objeto A + objeto B). Se analizaron los niveles 
de las subunidades del RNMDA mediante WB en ek hipocampo y la CPF a dos tiempos post testeo: 
inmediatamente (0’ post TEST) y  70 min (70’ post TEST). No se observaron cambios significativos 
en los niveles de GluN1, GluN2A ni GluN2B a los 70’ del testeo, ni en el hipocampo ni en la CPF. 
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Luego del testeo los animales fueron eutanasiados a 0 y 70 min y se realizó la disección de la CPF y 
los hipocampos para su procesamiento  y análisis por WB. No se observaron diferencias 
significativas en ninguna de las subunidades a los 70 min luego del testeo con un objeto novedoso. 
 
Fig. 23. Subunidades del RNMDA luego de la discriminación del objeto novedoso. Los diagramas de barras 
representan la Media ± EEM de la densidad óptica, para las bandas de GluN1, GluN2A y GluN2B obtenidas 
por WB, normalizadas a su respectivo control de carga GAPDH y relativizadas al promedio del grupo 0’ post 
TR, para Hipocampo y CPF. Grupo 0’ post TEST (n=6); grupo 70’ post TEST (n=6). En la parte superior del 
gráfico de barras se muestra una imagen representativa de las bandas de WB para cada subunidad y su 
respectivo control de carga GAPDH. 
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Subunidades del RNMDA luego del testeo de localización de objetos. 
 
Los animales de este grupo exploraron significativamente más tiempo el objeto en la 
nueva posición (Fig. 24B), y por tanto los ID del TR y del TEST, resultaron estadísticamente 
diferentes, lo que indica que los animales formaron y conservaron memoria de la posición anterior 
del objeto (mapa) y que este recuerdo les permitió discriminar la nueva ubicación. En la Fig. 24C se 
muestra que no  hubo diferencias entre sesiones  en cuanto al tiempo total que los animales 
dedicaron a explorar los objetos. 
 
Fig. 24. Reconocimiento de la posición espacial de un objeto. A. Esquema del diseño experimental. B. 
Diagrama de barras representando el ID (en %) para las sesiones de TR y de TEST, como Media ± EEM.  
*p<0.05, comparación por “t” de Student para muestras apareadas, n=10. C. Tiempo de exploración total de 
los objetos en cada sesión, representado como Media ± EEM; TR (objeto A + objeto A’) y TEST (objeto A + 
objeto A’ nueva posición). 
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Luego del testeo de LO, se analizaron los niveles de las subunidades del RNMDA mediante 
WB, en el hipocampo y la CPF a tiempo 0  y 70 min luego de test (0’ post TEST y 70’ post TEST, 
respectivamente). En el hipocampo se observó un aumento de GluN1 y una disminución de 
GluN2B a los 70 min  post-TEST, cambios que resultaron significativos en ambos casos. No se 
observaron cambios para la subunidad GluN2A en el hipocampo ni en ninguna subunidad en la CPF 
(Figura 25). 
 
 
 
Fig. 25 Subunidades del RNMDA luego del reconocimiento de la localización de objetos (LO). Los 
diagramas de barras representan la Media ±EEM, de la densidad óptica, de las bandas para GluN1, GluN2A y 
GluN2B, obtenidas por WB y normalizadas a su respectivo control de carga GAPDH, relativizadas a su vez al 
promedio del grupo 0’ post TR para Hipocampo y CPF. *p<0.05, comparaciones por prueba “t” de Student 
para muestras no apareadas; grupo 0’ post TEST (n=5); grupo 70’ post TEST (n=5). En la parte superior del 
gráfico de barras se muestra una imagen representativa de las bandas obtenidas por WB para cada 
subunidad y su respectivo control de carga GAPDH. 
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Es evidente que los cambios detectados en las subunidades del RNMDA luego de los 
entrenamientos, resultaron muy similares en las distintas tareas. Esta similitud sin embargo no se 
mantuvo luego del test,  en ninguna de las opciones probadas: reexposicion al ambiente, a iguales 
o diferentes objetos y-o a una nueva ubicación de los mismos. Sin embargo, hemos detectado que 
durante la etapa de consolidación de una nueva memoria, existe un aumento de GluN1 y de 
GluN2A, que podrían estar favoreciendo la incorporación de RNMDA-GluN2A a las membranas por 
sobre los RNMDA-GluN2B, lo que estaría facilitando la inducción y el mantenimiento de la 
plasticidad necesaria para el procesamiento de las memorias, y especialmente en el hipocampo, 
donde se formarían inicialmente las mismas.  
 
 
SUBUNIDADES DEL RNMDA EN UN MODELO IN VITRO. 
 
Los experimentos in vivo descriptos anteriormente, muestran que en animales adultos 
jóvenes hay aumento de las subunidades GluN1 y GluN2A de RNMDA, 70 min luego de la 
habituación a un CA, y también, luego de la presentación de dos objetos desconocidos, en un CA 
en el que las ratas estaban previamente habituadas.  
Previamente, también habíamos estudiado que un aumento similar ocurre luego de la 
inducción y establecimiento de LTP, en un modelo ex vivo (Baez y col., 2013). Por otro lado, se ha 
reportado un incremento en los RNMDA-GluN2A en las dendritas inmediatamente después de la 
inducción de plasticidad en cultivos primarios de neuronas (Swanger y col., 2013; Udagawa y col., 
2012). Este aumento fue atribuido a la traducción local de ARNm preexistentes y, pudo observarse 
hasta 30 min luego de la estimulación. Finalemente, en experimentos previos, encontramos que 
los niveles de GluN1 y GluN2A evaluados por inmunofluorescencia (IF) se hallan aumentados 70 
minutos después de inducir plasticidad mediante pulsos de KCl en los somas mientras que en las 
dendritas, observamos un incremento en el número de puncta de GluN1 y GluN2A a los 30 
minutos que continúa hasta, al menos, 70 minutos post-estimulo (Báez y col, 2013). 
Entonces, nos propusimos estudiar la dinámica de los cambios de las subunidades a nivel 
celular. Para ello trabajamos en el mismo modelo in vitro, estimulando cultivos primarios de 
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neuronas de hipocampo (15-18 DIV), con pulsos de KCl (según el protocolo reportado por Wu y 
col., 2001). Luego de la estimulación, los cultivos fueron fijados a distintos tiempos (0, 30’, 40’, 60’, 
75’ y 95’); en paralelo se fijaron cultivos de neuronas no estimuladas (NE) y se evaluó la expresión 
de las subunidades por inmunofluorescencia.  
 
Fig. 26 Cambios en la expresión de las subunidades del RNMDA en cultivos primarios de neuronas 
estimulados por pulsos de KCl. A. Cuantificación de la fluorescencia media en los cuerpos neuronales, antes 
(NE) y luego de la estimulación por pulsos de KCl, *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 ,ANOVA de una vía 
seguido por prueba de comparaciones múltiples de Dunnet, valores expresados como Media ± EEM; . En la 
parte inferior de cada barra se muestra una neurona representativa para cada condición. B. Cuantificación 
de las punctas de GluN1 y GluN2A en las neuritas, luego de la estimulación por pulsos de KCl,*P<0.05, 
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**P<0.01, ****P<0.0001 **P<0.01, ****P<0.0001, ANOVA de una vía seguido por prueba de comparaciones 
múltiples de Dunnet, valores expresados como Media ± EEM.  
 
Como se muestra en la Fig. 26 A, la inmunofluorescencia en los cuerpos neuronales 
aumentó significativamente a los 60 min de la estimulación para GluN1 y, a los 75 min, para 
GluN2A, en comparación al tiempo 0. Para en ambos casos, el aumento disminuyo a los 90 min. Al 
evaluar las neuritas (Fig. 26 B), observamos un aumento significativo a los 30 min para GluN2A y, a 
los 45 min, para GluN1; que luego decae y es significativamente menor a los 90 min, de manera 
similar a lo observado en los cuerpos neuronales. 
 
Mecanismos involucrados en el cambio de expresión de las subunidades del RNMDA en los 
cultivos celulares. 
 
Investigamos si el aumento observado en las dendritas, era dependiente de traducción, 
síntesis de novo y/o de movilización de subunidades preexistentes. Para este estudio, los cultivos 
primarios fueron tratados con cicloheximida (CHX, bloqueante de traducción) o actinomicinaD 
(ActD, inhibidor de transcripción), previo a la estimulación con KCl. Evaluamos los efectos de los 
distintos tratamientos a los 75 min de la estimulación con KCl, ya que el pico del aumento se 
observó a este tiempo.  
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Fig. 27. Efecto de CHX y ActD en cultivos neuronales primarios estimulados por pulsos de KCl. A. 
Cuantificación de las punctas de GluN1 y GluN2A en las neuritas a los 75 min de la estimulación, relativizadas 
a al valor del tiempo 0 del tratamiento correspondiente. Dentro de cada gráfico las letras iguales implican 
diferencias no significativas; letras distintas implican diferencias significativas. ANOVA de una vía seguido 
por prueba de comparaciones múltiples de Tukey. Para GluN1, P<0,001. Para GluN2A, P<0,0001. . B. El 
gráfico representa el incremento obtenido como 100% (barras grises) y el % de aumento remanente 
despues de bloquear la traducción (barras ralladas). 
 
 
Tal como se muestra en la Fig. 27 A, el aumento de GluN1 en dendritas parece depender 
exclusivamente de la movilización de subunidades previamente traducidas, ya que el tratamiento 
con ActD o CHX no produjo cambios significativos respecto a los cultivos tratados con PBS 
(controles). Por otra parte, existe una disminución significativa de GluN2A en las dendritas de los 
cultivos tratados con CHX respecto de los controles; esto indica que el aumento de GluN2A 
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observado a los 75 min requiere de la traducción de mensajeros preexistentes. Sin embargo, el 
aumento de GluN2A se vio afectado solo parcialmente por la falta de traducción, ya que en esos 
cultivos tratados con CHX, los niveles de GluN2A fueron más altos a los 75 min de la estimulación, 
que los niveles a tiempo 0, indicando que el aumento es dependiente, en parte de la traducción 
(55.6±7%) y, en parte del transporte desde los pooles extrasináptico o no sináptico (44.4±5 %) 
(Fig.27B). 
 
MODIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GluN2A MEDIANTE UN VECTOR AAV. 
 
Con el fin de tener una mayor comprensión del rol que cumplen los RNMDA y, en especial, 
del rol del aumento transitorio en la expresión de GluN1 y GluN2A en plasticidad sináptica y en la 
adquisición de un nuevo aprendizaje, intentamos realizar un knock-down de la subunidad 
regulatoria GluN2A, involucrada en dicho aumento. Para ello, se desarrollaron vectores derivados 
de virus adeno-asociados (AAV), capaces de codificar para un short-hairpin RNA (sh-RNA) anti- 
GluN2A (sh2A). Esto vectores los desarrollamos en colaboración con la Dra. Anna Salvetti (ENS 
Lyon) y el Dr. Alberto Epstein (UVSQ, Versailles) de Francia) y la Dra. Alejandra Aguirre (de nuestro 
laboratorio). Como gen reportero, estos vectores poseen la secuencia de la proteína fluorescente 
verde (eGFP). Como control, se produjo un segundo tipo de vector, con una similar composición 
de nucleótidos que el sh2A, pero en una secuencia tal que no posea secuencia blanco conocida en 
células eucariontes (scramble - shSc). 
Previamente, determinamos las condiciones óptimas de infección para estos vectores, en 
cultivos primarios neuronales (Vázquez y col., 2016). Los resultados mostraron que la multiplicidad 
de infección (MOI) óptima era de 104 y que una incubación de 6 días permitía una expresión 
observable del gen reportero eGFP, la cual no variaba en los dias subsiguientes (Figura 24 B). Por 
otra parte, la evaluación de citotoxicidad mediante ICQ contra Tubulina-βIII (para visualización de 
la morfología del árbol dendrítico) y por tinción de Hoechst (morfología nuclear), mostró que no 
existen diferencias entre los cultivos infectados y los cultivos controles (sin infectar), indicando 
que no existe efecto tóxico en las neuronas por el tratamiento con los vectores AAV (Fig. 28 A y C). 
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Fig. 28. Expresión de eGFP y evaluación de citotoxicidad en cultivos tratados con el AAV-sh2A. 
A.Inmunofluorescencia de neuronas NI y transducidas con el AAV-Sh2A (MOI de 10
4
) a distintos días post 
infección (DPI). B. Porcentaje de células infectadas con los distintos vectores AAV detectado por la expresión 
de eGFP.C. Porcentaje de sobrevida evaluada mediante morfología nuclear (Hoechst) y apariencia del árbol 
dendrítico observado (tubulina).  
 
Una vez determinadas las condiciones óptimas de infección, nos propusimos evaluar si el 
tratamiento con los vectores AAV-sh2A, tenía un efecto específico sobre los niveles de expresión 
de la proteína blanco GluN2A, y no un efecto inespecífico causado, por ejemplo, por la exposición 
al vector AAV. Para ello, cultivos primarios de neuronas hipocampales de 12-14 DIV fueron 
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infectados con los vectores AAV-sh2A o AAV-shSC con una MOI 104, mientras que otros no fueron 
infectados con ningún vector (NI) y fueron considerados como control absoluto. A los 6 días post 
infección (6 DPI), algunos cultivos fueron fijados para su posterior análisis mediante IF y, en otros 
cultivos, se levantó la monocapa celular y se realizó la extracción de proteínas y RNA, para su 
análisis por WB o PCR respectivamente. 
 
Expresión proteica de GluN2A analizada por WB. 
 
El análisis por WB de los extractos proteicos obtenidos de los cultivos infectados con AAV-
shSc o AAV-sh2A y de los controles no infectados (NI), mostró que solo los cultivos infectados con 
los vectores presentan señal para la proteína reportera eGFP, indicando que existe transducción y 
expresión de los vectores citados (Fig. 29 A). A pesar de que el vector AAV está diseñado para 
realizar un knock-down de la subunidad GluN2A, decidimos evaluar a modo de control, si el 
tratamiento con estos vectores podría tener un efecto inespecífico sobre la subunidad obligatoria 
GluN1. El análisis por WB indicó que no existen cambios significativos en los niveles de GluN1 en 
ninguno de los tres tratamientos (Fig. 29 C). Finalmente, al evaluar los niveles de GluN2A, no se 
observaron modificaciones significativas entre los tratamientos realizados (Fig. 29 B). 
Debido a que durante la homogeneización celular, se disgregan tanto las células 
transducidas como aquellas que no fueron infectadas por los vectores, r una disminución en el 
nivel de GluN2A en células transducidas podría resultar enmascarada por la gran cantidad de 
células no infectadas.  
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Fig. 29. Niveles proteicos de GluN2A en cultivos neuronales tratados con AAV-sh2A. A. Imagen 
representativa de las bandas obtenidas mediante WB para las distintas proteínas evaluadas. B. Media ± EEM 
de la densidad óptica, obtenidas por WB,  para las bandas de GluN2A normalizadas a su respectivo control 
de carga GAPDH para los tres tratamientos. Comparaciones por ANOVA de una vía, (n=4) por grupo. C. 
Media ± EEM de la intensidad de bandas obtenidas por WB paraGluN1 normalizadas a su respectivo control 
de carga GAPDH para los tres tratamientos. Comparaciones por ANOVA de una vía, (n=4) por grupo. 
 
Expresión del ARNm de GluN2A. 
 
Con el fin de investigar si hubo alguna variación en los niveles de expresión del ARNm de la 
subunidad regulatoria GluN2A luego del tratamiento con el vector AAV-sh2A, realizamos un 
estudio semicuantitativo basado en PCR a tiempo final. Inicialmente, ensayamos diferentes 
condiciones de reacción, variando el número de ciclos y la cantidad de templado utilizado por 
reacción, para poner a punto las condiciones óptimas de reacción 
Luego de separar los productos de la PCR por electroforesis en geles de agarosa, 
cuantificamos la intensidad de las bandas obtenidas. Habiendo utilizado como templado la misma 
cantidad de ARN total en cada reacción, si el ARNm de GluN2A se encontrará más representado en 
una muestra, se debería obtener una mayor cantidad de producto de amplificación. 
Se evidenció la expresión del gen reportero eGFP en los cultivos transducidos tanto con el 
AAV-sh2A como con el AAV-shSc (Fig. 20 A). No se obtuvieron bandas correspondientes a dicho 
producto de amplificación en los cultivos control. En conjunto, estos resultados permiten 
corroborar que el material genético de los vectores AAV ingresó a las células y se expresó en ellas. 
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. Existe una disminución significativa en la intensidad de las bandas en los cultivos tratados 
con AAV-sh2A, lo que indica  una menor expresión del ARNm de GluN2A (Fig. 30 B).  
 
Fig. 30. Niveles de ARNm para GluN2A en cultivos primarios infectados con AAV-sh2A. A. Imagen 
representativa de los productos de PCR para los RNAm de GluN2A y eGFP. Las calles numeradas de 1 a 6 
corresponden a réplicas obtenidas de unidades experimentales independientes, transducidas con los 
vectores AAV-sh2A, AAV-shSc o no infectadas (NI). M: marcador de peso molecular; H2O: control de la PCR, 
sin templado B. Media y desvío estándar de la densidad óptica para las bandas de GluN2A, relativizadas  al 
control no infectado. *P<0.05, ANOVA de un factor, post test de Tukey (n=6 para cada tratamiento) 
 
Expresión proteica de GluN2A analizada mediante IF. 
 
Teniendo en cuenta los resultados previos de los ensayos realizados por WB y PCR a partir 
de homogenatos celulares, provenientes de cultivos primarios donde había algunas neuronas 
transducidas por los vectores (GFP+) y otras no infectadas por los mismos (GFP-), y dado que la 
eficiencia de transducción a los 6 DPI, utilizando una MOI 104 fue de alrededor del 60%, decidimos 
realizar un análisis de célula única. Con este análisis buscamos establecer si se produce una 
disminución efectiva de la subunidad GluN2A en aquellas células GFP+, que podría resultar 
enmascarada por los elevados niveles de esa subunidad en la población total de células en el 
cultivo. Dado que ya establecimos que el tratamiento con los vectores AAV no genera cambios en 
la morfología ni en la sobrevida de las neuronas (Fig. 31), decidimos realizar el análisis utilizando 
como control células infectadas con el vector AAV-shSc. 
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Para este análisis, plaqueamos cultivos neuronales de baja densidad y a los 12 DIV los 
tratamos con los vectores AAV; posteriormente, a los 6 DPI, realizamos una IF contra la subunidad 
GluN2A.En las microfotografías evaluamos:   
1- El nivel global de la subunidad regulatoria GluN2A, considerando la media del nivel de 
inmunofluorescencia en el soma neuronal.  
2- Las variaciones en la cantidad de puncta de GluN2A en las dendritas de los mismos cultivos. 
 
 
 
Fig. 31. Variación en los niveles de expresión de GluN2A medidos mediante ICQ en neuronas transducidas 
con los vectores AAV-shSc o AAV-sh2A. A.Imágenes representativas de las ICQ realizadas para cuantificar 
GluN2A en células GFP+ y GFP-. Barra: 10 µm. B.  Media y desvío estándar del nivel de expresión de GluN2A 
medido en los somas de neuronas transducidas. *, #p<0,05 ***p<0,001, en tests independientes, α= 0,05, 
Prueba t de Student (n= 22 para AAV-shSc GFP+, 20 para AAV-shSc GFP-, 25 para AAV-sh2A GFP+ y 24 para 
AAV-shSc GFP-). C. Imagen representativa de las puncta cuantificadas en las dendritas. Barra: 5 µm.D. Se 
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muestra media y desvío estándar del número de puncta de GluN2A en dendritas por cada 10 μm. 
*P=0.0387, α =0,05, Prueba t de Student. (N: 12 para AAV-shSc y 14 para AAV-sh2A) 
 
Tanto el análisis de la expresión en el soma (Fig. 31B), como de los patrones de puncta de 
GluN2A (Fig. 31D), revelaron que el tratamiento con el vector AAV-sh2A produjo una disminución 
de su proteína blanco en las células GFP+. La magnitud del efecto fue diferente en ambos 
compartimientos, habiendo una disminución del 40% en el análisis de los somas y del 10%, en el 
análisis de las dendritas. En el análisis de los niveles promedio de GluN2A medidos en el 
soma,curiosamente encontramos que estos se encuentran aumentados en las neuronas GFP(-) de  
los cultivos transducidos con el AAV-sh2A, respecto de las neuronas GFP(-) infectadas con el 
AAVshSc. 
 
Cambios en las espinas dendríticas debido a la variación de la expresión de la subunidad 
GluN2A. 
 
Decidimos estudiar si el knockdown de esta subunidad tenía algún efecto en las espinas 
dendríticas Para eso, realizamos cultivos neuronales de baja densidad celular, que tratamos con 
los vectores AAV. A los 6 DPI fijamos las células y analizamos la forma de las espinas marcadas con 
GFP. La cuantificación de número de espinas por cada 50µm (Fig. 32 A y B) indicó que hubo un 
aumento en la cantidad de espinas dendríticas en las neuronas GFP+ tratadas con AAVsh2A, 
respecto de aquellas células GFP+ tratadas con AAV-shSC.  
La clasificación en los diferentes tipos de espinas (Fig. 32 C) mostró que existe un aumento 
de las espinas inmaduras (stubby) en las células GFP+ de los cultivos transducidos con el AAV-
sh2A, con respecto a las células GFP+ de los cultivos tratados con el AAV-shSc. Por otro lado, no 
existen variaciones entre el número de filopodios o de las espinas con forma de hongo (maduras) 
en los cultivos AAV-sh2A y AAV-shSc. Esto sugiere que el aumento global del número de espinas 
observado por la transducción con el AAV-sh2A, estaría dado por una mayor cantidad de espinas 
dendríticas “stubby” en estos cultivos. 
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Fig. 32. Variación en la cantidad de espinas dendríticas, en neuronas transducidas con los vectores AAV .A. 
Fotos representativas de las espinas dendríticas de las neuronas GFP+ transducidas con AAV-sh2A y AAV-
shSc. Barra: 2 µm B. La transducción con el vector AAV-sh2A produce un aumento significativo en la 
cantidad de espinas dendríticas totales con respecto a aquellas células infectadas con el vector AAV-shSc. 
Prueba “t”de Student; ** P<0,01, (n=50) para shSc, (n=53) para sh2A C. El aumento en la cantidad de espinas 
se debe a un enriquecimiento en aquellas denominadas “stubby” o inmaduras. Prueba “t” de Student 
***P<0,001, (n=50) para shSc, (n=53) para sh2A. 
 
Los resultados observados permiten evaluar la eficacia del  AAV-Sh2A. Además,  permiten 
concluir que la disminución de la expresión de la subunidad GluN2A produce un aumento de 
espinas inmaduras en las células infectadas lo que podría llevar a un aumento de la conectividad o, 
al menos, a una facilitación de la conectividad de estas células. Debido a que no existen agentes 
farmacológicos suficientemente efectivos contra la subunidad GluN2A, el vector AAV-sh2A sería 
una herramienta útil para inhibir la expresión de esta subunidad y continuar evaluando cómo ello 
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puede repercutir en la plasticidad sináptica in vitro; e, in vivo, ver que sucede en la formación y 
mantenimiento de la memoria. 
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RNMDA y memoria. 
Se ha investigado intensamente la relación entre los RNMDA, la plasticidad sináptica y la 
memoria. Muchos de estos trabajos involucran el uso de agonistas o antagonistas, manipulación 
genética para modificar la expresión de la distintas subunidades de este receptor, y el estudio de 
los cambios en la expresión de este receptor relacionados con la actividad sináptica y el 
aprendizaje/memoria. A nivel farmacológico, en varios trabajos se ha evaluado el efecto del 
bloqueo de los RNMDA mediante el uso del antagonista APV (ácido-2-amino-5-fosfonovaleriánico): 
la infusión de esta droga en el hipocampo, antes (Morris y col., 1989) o después (Packard y 
Teather, 1997) del entrenamiento , produjo amnesia anterógrada en la tarea espacial del laberinto 
acuático de Morris; Jerusalinsky y col., (1992) observaron que la administración post 
entrenamiento de esta droga en hipocampo, amígdala o corteza entorrinal, generó un efecto 
amnésico en la tarea de evitación inhibitoria. También se ha demostrado que la infusión de APV en 
hipocampo bloqueó la inducción de LTP in vivo (Morris y col. 1986; Kim y col. 1991). Los agonistas 
del RNMDA, en cambio, favorecieron el proceso de consolidación de la memoria  (Izquierdo y col. 
1992; Izquierdo y Medina, 1995).  
Ratones genéticamente modificados knock-out (KO) para GluN1 y por tanto del RNMDA 
completo, en CA1 de hipocampo, mostraron déficits en memoria espacial en la tarea de laberinto 
acuático de Morris. Además, la inducción in vitro de la LTP fue bloqueada específicamente  en las 
sinapsis entre las fibras colaterales de Schaffer y las células piramidales de la región CA (Tsien y 
col., 1996). Posteriormente se modificó este ratón para hacer que el  knock-out (KO) fuera 
inducible mediante doxiciclina (Shimizu y col., 2000), la inducción mediante doxiciclina antes o 
después del entrenamiento demostró que la falta de estos receptores en la región CA1,  produce 
déficits en el aprendizaje y en la consolidación temprana en la tarea de condicionamiento 
contextual de miedo. Cui y col. (2004) generaron un KO inducible para GluN1 para inhibir la 
expresión de los RNMDA en el prosencéfalo; 6 meses después del entrenamiento en un paradigma 
de condicionamiento por miedo, inhibieron la  expresión de estos receptores durante 30 días, 
luego, dejaron que se exprese nuevamente el receptor por 2 meses y posteriormente, los 
testearon. Los animales presentaron déficits en la memoria de condicionamiento de miedo tanto 
en la versión contextual como en la versión de clave. Con este trabajo demostraron que a pesar 
que hubo consolidación de la memoria, al no generarse los RNMDA la traza de la memoria no se 
pudo mantener.  Más recientemente, Bannerman y col. (2012) demostraron que un ratón KO para 
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GluN1 en CA1 y giro dentado del hipocampo, es capaz de adquirir memorias de tipo espacial como 
el laberinto acuático de Morris de manera similar a los animales wild type. Sin embargo, estos 
ratones son incapaces de aprender tareas en donde el conocimiento del espacio sirva para elegir 
entre alternativas donde  coexistan memorias solapadas, como es el laberinto radial. Por otro 
lado, los ratones KO para GluN2A resultaron incapaces de elaborar memorias de trabajo con 
componentes espaciales (Bannerman y col., 2008) o de adquirir memorias espaciales de 
adquisición rápida. 
El rol de los diferentes subtipos del RNMDA en la formación de memorias y en distintas 
formas de plasticidad, como LTP y LTD,  también ha sido estudiado extensamente. Es sabido que la 
subunidad GluN1 y por tanto el receptor es condición indispensable para el establecimiento de 
LTP, sin embargo existen resultados contradictorios en cuanto a la función que cada una de las 
subunidades regulatorias desempeñan durante el establecimiento y mantenimiento de estas 
formas de plasticidad (revisado en Shipton and Paulsen, 2014). 
Por otro lado, otros autores han reportado cambios en la expresión de las subunidades de 
este receptor. Grosshans y col. (2002) observaron que, luego de la inducción de LTP, se produce un 
incremento rápido y persistente de las subunidades GluN1 y GluN2A, pero no de GluN2B, en las 
dendritas de rodajas de hipocampo de ratas adultas, que duraba hasta 3 h. Los autores 
comprobaron que paralelamente al aumento en las fracciones sinápticas 30 min luego de la 
inducción de LTP, se producía una disminución de los niveles de dichas subunidades en las 
fracciones no sinápticas. Por otro lado, la inducción de plasticidad sináptica en rodajas de 
hipocampo de ratas neonatas, produce el aumento rápido de los niveles de los RNMDA que 
contienen la subunidad regulatoria GluN2A (RNMDA-GluN2A), en la membrana sináptica (Barria y 
Malinow 2002; Bellone y Nicoll 2007). Este aumento de RNMDA-GluN2A, fue atribuido al 
movimiento de receptores ya traducidos y ensamblados, desde el cuerpo celular y/o desde la 
fracción subsináptica o no sináptica en las dendritas. Sin embargo, estudios recientes han 
reportado que existe traducción local en las dendritas, luego de la inducción de plasticidad 
(Udagawa y col. 2012; Swanger 2013). Paralelamente, en nuestro laboratorio hemos demostrado 
que la inducción efectiva de LTP produce un aumento en  los niveles de GluN1 y GluN2A en los 
homogenatos de rodajas de hipocampo sometidas a ensayos de electrofisiología, 70 min después 
de la estimulación e inducción efectiva de LTP por TBS (Báez y col.,  2013).  
Debido a estos antecedentes y teniendo en cuenta que la LTP sería parte del mecanismo 
de formación de memorias a nivel sináptico, nos preguntamos si durante las distintas fases de la 
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memoria podrían ocurrir cambios semejantes in vivo. Por eso decidimos estudiar si existían 
modificaciones en los niveles del RNMDA en el hipocampo, durante la adquisición/consolidación 
de un aprendizaje espacial dependiente de esa estructura, como es la habituación a un ambiente 
novedoso. 
 
Cambios en los niveles de las subunidades del RNMDA luego de habituación 
al CA. 
 
En este trabajo de Tesis, hemos observado que, para ratas de 2 meses, una sesión de 5 
min de CA pero no de 1 min, fue capaz de inducir habituación a ese ambiente, la cual se mantuvo 
como MCP y perduró como MLP. El análisis mediante WB  reveló que hubo un aumento 
significativo en los niveles de GluN1 y GluN2A a los 70 min de una única sesión de 5 min en un CA, 
similar a lo ya comprobado luego de la inducción de  LTP en rodajas de hipocampo de ratas 
jóvenes. Por otra lado, los niveles de las subunidades luego de una sesión de  1 min en el CA, 
resultaron similares a los controles, por lo que estos resultados indican que la exposición a la 
novedad (sesión de 1 min) no es suficiente para producir el incremento en las subunidades. 
 También investigamos si existían cambios en las subunidades del RNMDA, en otras estructuras 
relacionadas con el procesamiento de la memoria y el aprendizaje, como la Amígdala y la corteza 
prefrontal (CPF). A diferencia de lo que observamos en hipocampo, no se encontraron cambios en 
amígdala ni en  CPF, al menos cuando se analizaron a los 70 min de la habituación al CA.  
Luego, evaluamos si estos mismos cambios  observados luego de una única sesión o 
entrenamiento, podrían producirse luego de una segunda sesión de 5 min al  CA ya conocido 
(TEST). En estos ensayos no se detectaron cambios en los niveles de las subunidades en el 
hipocampo a los 70 min luego del TEST, lo que sugiere fuertemente que la exploración/locomoción 
que ocurre durante una sesión de 5 min, no sería causante del incremento en las subunidades. 
 En resumen, el aumento en las subunidades tuvo lugar únicamente luego de la 
adquisición de una memoria de habituación a un CA, sesión en la cual los animales se familiarizan 
con el ambiente novedoso, lo que produciría la adquisición y, posiblemente, el comienzo de la 
consolidación de una memoria de ese ambiente. 
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Nos preguntamos si estos cambios moleculares serían un mecanismo que perdura a lo 
largo de la vida. Entonces, investigamos si el aumento en GluN1 y GluN2A luego de la habituación 
al CA ocurría en diferentes edades. En ratas de 1 y 3 meses de edad observamos un aumento 
similar que en los animales de 2 meses. En cambio, en ratas de 12 meses no se detectaron 
cambios en los niveles de las subunidades. Esto podria deberse a un cambio en la expresión del 
RNMDA o sus subunidades con la edad. Se ha reportado que la composición de los RNMDA en el 
hipocampo varía desde el nacimiento; durante la etapa embrionaria, predominan los RNMDA 
conteniendo subunidades GluN2B y luego del nacimiento, la relación GluN2A/GluN2B se 
incrementa durante el desarrollo temprano (Hoffmann y col 2000; Paoletti y col. 2013). Sin 
embargo, existen reportes contradictorios respecto al efecto del envejecimiento sobre los niveles 
de los RNMDA: Sonntag y col. (2000) reportaron una disminución de los niveles de GluN2A y 
GluN2B, pero no de GluN1, en extractos proteicos de hipocampo total de animales añosos, 
mientras que otros reportaron una disminución en los niveles de GluN1 (Magnusson y col. 2002) 
sin cambios para GluN2A (Clayton y Browning, 2001; Magnusson y col. 2002).  
Surge entonces que la falta de aumento de GluN1 y GluN2A post-entrenamiento en 
animales de 12 meses, podría deberse a cambios intrínsecos de la edad, sin embargo  no hallamos 
diferencias significativas al comparar los niveles de GluN1, GluN2A y GluN2B en homogenatos de 
hipocampo total de animales de 3 y 12 meses. Sin embargo, no podemos descartar que existan 
cambios con la edad en la expresión del RNMDA en las distintas regiones del hipocampo.  Liu y col. 
(2008) plantearon que el análisis a partir del hipocampo total, podría enmascarar o diluir un efecto 
selectivo del envejecimiento, sobre  distintas regiones de esa estructura. Al realizar un análisis más 
detallado, los mismos autores observaron una disminución significativa de GluN1 en el hipocampo 
ventral y en CA2/3 en animales de 24 meses, pero sin cambios detectables para GluN2A.   
Por otro lado, hemos investigado el curso temporal y la dinámica del aumento  de las 
subunidades del RNMDA luego del entrenamiento en CA. El máximo aumento de GluN1 y GluN2A 
se observa entre los 70 a los 75 min luego de habituación al CA. Los niveles de ambas subunidades 
caen rápidamente siendo similares a los controles a partir de los 90 min post entrenamiento.  
Estos resultados corroboran que el aumento en las subunidades es transitorio, reforzando la idea 
que este cambio puede tener un rol fisiológico, posiblemente relacionado con la plasticidad 
sináptica, modificando el estado plástico de las neuronas involucradas en la  adquisición de esa 
memoria y-o la consolidación  de la memoria, marcando aquellas sinapsis-neuronas involucradas 
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en la formación de la traza de esa memoria. Las diferencias en la duración de los cambios para 
cada subunidad a nivel molecular,  podrían deberse a la participación de distintos mecanismos de 
regulación asociados específicamente a cada subunidad (Rodriguez Ortiz y col. 2011;  jarome y 
col., 2011; yeh y col.,  2006)  y/o a las distintas señales presentes en la región C-terminal de cada 
subunidad (revisado en Shipton y Paulsen, 2014; Lau y  Zukin,  2007).  
Aunque el hipocampo juega un rol crucial en la formación de las memorias espaciales, a 
medida que esas memorias maduran pueden propagarse hacia otras estructuras cerebrales, 
donde también podrán ser procesadas y almacenadas (Squire y col., 1984; Teng and Squire,1999; 
Rosenbaum y col., 2000; Frankland y Bontempi, 2005). Este proceso se conoce como consolidación 
sistémica. Se ha demostrado que la corteza prefrontal medial juega un rol clave en la expresión, 
tanto de memorias recientes (Corcoran y Quirk, 2007) como de memorias remotas (Bontempi y 
col., 1999; Frankland y col., 2004). Entonces decidimos evaluar si existían cambios en GluN1 y 
GluN2A en CPF luego de la evocación de una memoria reciente  (1 día) y de una memoria remota 
(2 meses). Comportamentalmente, pudimos comprobar que la memoria de habituación persistía 
tanto a las 24h como a los 2 meses. Por otro lado, a nivel bioquímico, encontramos que existía un 
aumento significativo en los niveles de las subunidades en la CPF, a los 70 min del testeo reciente 
(1 día) o remoto (2 meses) en el CA, sin cambios en amígdala ni en hipocampo, al menos en los 
tiempos ensayados. Estos resultados sugieren que el incremento en los niveles de GluN1 y GluN2A 
en la CPF, podría relacionarse con la activación de la MLP o de una memoria remota, durante el 
testeo, involucrando a esta estructura en “el almacenamiento” o “persistencia de la traza” de esa 
memoria del ambiente y de su habituación al mismo. 
 Se sabe que el proceso de reconsolidación, o sea, la labilización de una memoria por la 
evocación de la misma, requiere síntesis de proteínas. El tratamiento con inhibidores de síntesis 
proteica luego de reactivación, produce déficits en la retención de la memoria a tiempos 
posteriores, en distintas tareas comportamentales (Alberini y col., 2005). Podemos hipotetizar 
entonces que los cambios observados en CPF a los 70 min luego del testeo, sean parte del proceso 
de la labilización de la memoria por evocación de la memoria de habituación.  
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Cambios de las subunidades del RNMDA en RO y LO. 
 
Teniendo en cuenta los antecedentes y los resultados discutidos hasta aquí, 
 hipotetizamos que el aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A que tienen lugar en hipocampo, 
podría contribuir a la consolidación y constituir parte de la marca o “etiqueta” a nivel sináptico, de 
la “huella” o “traza” de una memoria espacial. En consecuencia, sería esperable que ese aumento 
tuviera lugar también en otros paradigmas de aprendizaje. Teniendo en cuenta esta  hipótesis de 
trabajo, investigamos si, en la tarea de reconocimiento de objetos (RO) y localización de objetos 
(LO), ocurrían cambios  en las subunidades, similares a los del CA. 
Luego del entrenamiento para RO y-o LO (recordando que es el mismo para las dos 
tareas), encontramos que, similar a lo ocurrido en la memoria de habituación, hubo un aumento 
significativo en GluN1 y GluN2A 70 min después del entrenamiento con los dos objetos novedosos, 
demostrando que las subunidades están aumentadas luego del entrenamiento en otra tarea, y 
luego del mismo intervalo de tiempo (70 min). Cabe recordar que los objetos son presentados 
dentro de una arena y que el aumento de las subunidades podría deberse a la consolidación de la 
habituación al espacio, sin embargo, previo a la exploración de los objetos, los animales son 
habituados a la arena donde se colocarán los objetos durante  3 días consecutivos e 
inmediatamente previos al dia de exploración de los objetos. Por los resultados obtenidos en esta 
tesis, sabemos que la exposición repetida al CA (Fig. 10), no produce cambios significativos en las 
subunidades del RNMDA, al menos, del hipocampo, por ello, sugerimos que la aparición de los dos 
objetos nuevos en un CA familiar, constituye un estímulo  suficientemente “saliente”, como para 
ser relevante para el animal en ese entorno,  involucrando un nuevo aprendizaje espacial, es decir 
la formación de un nuevo “mapa”, y un aprendizaje de reconocimiento de objetos, en ese 
ambiente familiar; este estímulo es capaz de disparar “nuevamente” el aumento de las 
subunidades (ya que podemos suponer que también debería haber ocurrido después de la 
primera exposición al CA en el primer día).   
Como era de esperar, el testeo al 5to día, en un CA familiar y con los mismos dos objetos, 
por lo tanto familiares, no produjo cambios en las subunidades en el hipocampo. Sin embargo, 
tampoco se observaron cambios en la misma estructura, en otros animales que fueron testeados 
con un objeto novedoso y uno familiar. Podemos especular que, el hecho de modificar un sólo 
objeto, cuando el CA, así como la posición y tamaño de los dos objetos, siguen siendo iguales o 
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muy similares, constituye una modificación extremadamente sutil, sin un componente espacial 
suficientemente distinto. Esta modificación no sería entonces suficientemente relevante como 
para desencadenar un cambio sináptico/molecular significativo que, proponemos, subyace a la 
traza de esa memoria, al menos en el hipocampo. Sin embargo, el animal es capaz de discriminar 
el nuevo objeto y explorarlo durante más tiempo que el otro objeto, con el cual ya está  
familiarizado, es decir que las ratas formaron una memoria del objeto(s) familiar(es) y son capaces 
de discriminar el objeto novedoso. Una explicación para la ausencia de un cambio molecular en el 
hipocampo podría ser que esta memoria, que permite la discriminación de objetos, ya no es 
dependiente del hipocampo en esta etapa (como se ha propuesto en la literatura) y la traza 
correspondiente no se establecería en esa estructura (Mumby y col., 2002; Broadbent 2009; 
Olivera y col., 2010). 
Barker y Warburton (2011) demostraron que la CPF medial está asociada con el 
reconocimiento de objetos; esta estructura también es requerida para la memoria de 
reconocimiento de corto y largo plazo de lugares o de asociaciones entre objetos y lugares 
(warburton 2013). En consecuencia, decidimos investigar si existían cambios en las subunidades 
también en esa estructura, luego del entrenamiento o del testeo en RO. Sin embargo, el análisis 
 de los homogenatos de CPF no reveló cambios en ninguna de las subunidades, ya sea luego del 
entrenamiento o luego de los diferentes testeos. Estos resultados apoyan la hipótesis de que los 
cambios observados en las subunidades pueden estar más relacionados con el aprendizaje 
espacial y que, por lo tanto, la formación de la traza ocurre, luego de una experiencia con un 
componente espacial necesariamente saliente, primeramente en el hipocampo. Sin embargo, no 
pueden descartarse  cambios en la CPF o en otras estructuras, en tiempos distintos a los 
evaluados. 
Por otra parte, luego del testeo de la tarea de localización de objetos (LO), mediante el 
cambio de posición de uno de los objetos familiares, observamos que existe un aumento de GluN1 
y una disminución de GluN2B en hipocampo  70 min post test. No observamos cambios ni en 
GluN2A en el hipocampo, ni en ninguna subunidad en la CPF. Según lo reportado en la literatura, 
se sabe que la localización de objetos es  dependiente del hipocampo, mientras que la tarea de 
reconocimiento de objetos  (Mumby y col. 2002); esto podría explicar por qué el cambio de la 
posición de un  objeto familiar y no el cambio del objeto en sí, fue capaz de disparar el aumento de 
GluN1 (RNMDA)  en el hipocampo. Aún no sabemos cuál es la causa de la disminución de la 
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expresión de GluN2B, aunque podemos especular que esta disminución podría estar relacionada 
con el balance de la relación GluN2A/GluN2B o con cambios plásticos involucrados en el cambio 
de la traza mnémica o el mapa espacial debido al cambio de lugar de uno de los objetos. Por lo 
que resulta necesario realizar más experimentos tendientes a dilucidar el porqué de estos 
cambios. 
También, en otros experimentos de nuestro laboratorio,  hemos observado que animales 
de 3 meses, pero no de 12 meses, son capaces de aprender y formar una memoria la tarea de 
localización de objetos (LO). Cabe destacar, que los animales de 12 meses no mostraron un 
aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A luego de la habituación en CA, es decir, no presentaron 
los mismos “fenómenos”  moleculares que los animales jóvenes. Si bien en animales de 12 meses 
no tenemos datos de lo que ocurre con las subunidades luego del entrenamiento en OR/OL, 
podemos especular, como una nueva hipótesis de trabajo, que tampoco existe aumento de GluN1 
y GluN2A luego de esta tarea y, que esta ausencia de cambios en los RNMDA-GluN2A luego del 
entrenamiento, podría ser causante de que tareas más complejas espacialmente, como el nuevo 
mapa espacial de los objetos, no pudiera consolidarse.  
Los resultados observados luego del entrenamiento con dos objetos novedosos, 
concuerdan con los cambios observados en los RNMDA luego de la habituación al CA, y sugieren 
que el incremento en hipocampo a los 70 min parece ser específico de esta estructura, y podría 
estar relacionado con la consolidación temprana de una nueva información “espacial”, dando 
lugar a una LTM. Otros autores han reportado cambios similares, aunque a tiempos más largos 
luego del entrenamiento. Subramaniyan y col. (2015) demostraron que el estímulo conductual 
producido por el entrenamiento espacial en el paradigma del tablero con agujeros (hole –board), 
fue capaz de reforzar una LTP temprana, y de transformarla así en LTP tardía en el hipocampo, y 
que ello produjo un aumento en los niveles de GluN1 y GluN2A en el hipocampo dorsal 6h después 
del entrenamiento. Investigaciones del mismo grupo (Shamugasundaram y col., 2015) mostraron 
que,  luego del entrenamiento espacial en un laberinto radial, lo que involucra varias sesiones de 
entrenamiento en diversos día, hubo un aumento de GluN1 y GluN2B en hipocampo, y un 
aumento de GluN1 y GluN2A en CPF, 6h después de la última sesión de entrenamiento. Incluso se 
han reportado cambios en tiempos más largos, Kennard y col., (2009) encontraron aumentos de la 
expresión de GluN1 a las 8 y  48 h después de la inducción de LTP in vivo, lo que, junto con 
nuestros resultados y los mencionados de la literatura, sugiere que existirían “ondas” de aumento 
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de expresión de los RNMDA luego de un aprendizaje  y de la formación de la memoria 
correspondiente, involucrando una y/u otra de las subunidades regulatorias, en diferentes 
regiones del cerebro, dependiendo de la tarea y de la fase de formación de la memoria que se 
trate. 
Cambios en los niveles de subunidades del RNMDA luego de la inducción de 
plasticidad in vitro. 
En este trabajo de tesis hemos corroborado, mediante inmunofluorescencia, que la 
expresión de las subunidades está significativamente aumentada a a los 75 min luego de la 
inducción de plasticidad sináptica inducida por pulsos de KCL, y que luego disminuye, volviendo a 
valores similares al control, a los 90 min post-estímulo. Se observaron diferencias en el curso 
temporal, en cuanto al incremento y disminución de ambas subunidades, tanto en el soma 
neuronal como en las dendritas. La inmunofluorescencia para la subunidad GluN1 aumenta 
gradualmente en el soma y en las dendritas. Por otro lado, el nivel de GluN2A en el cuerpo 
neuronal aumenta rápidamente a los 60  min post-inducción de plasticidad, mientras que en las 
dendritas aumenta de forma gradual, lo que resulta coherente con lo reportado por otros autores 
(Udagawa y col., 2012, Swanger y col., 2013). Ambas subunidades tienen su máximo aumento  75 
min después del estímulo apropiado para inducir plasticidad, y tienden a volver a valores similares 
al control a partir de los 90 min, tanto en los somas como en las dendritas.  
El bloqueo de la transcripción o de la traducción, permitió poner un poco mas de luz sobre 
los mecanismos involucrados en estos aumentos, nuestros resultados obtenidos indican que el 
aumento de GluN1 depende principalmente de la síntesis de novo de mensajeros por transcripción 
a nivel del soma y de la movilización desde pooles de subunidades previamente traducidas y 
retenidas en el RE a nivel de las dendritas. Por otra parte, el aumento de GluN2A depende 
exclusivamente de traducción de mensajeros silenciados en el soma, cambiando a nivel de las 
dendritas donde el aumento observado a los 75 min post estimulo tiene dos componentes en 
iguales proporciones: el transporte de receptores GluN2A-RNMDA ya ensamblados y la traducción 
de mensajeros silenciados prelocalizados. Estos resultados son concordantes con los ya obtenidos 
en ensayos de electrofisiología donde el tratamiento pre inducción de LTP por TBS con CHX 
bloqueó tanto los aumentos en ambas subunidades del RNMDA como el establecimiento de LTP. 
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Sin embargo, el tratamiento con ActD pre estimulo bloqueó el aumento de GluN1 pero no de 
GluN2A ni el establecimiento de LTP (Baez y col., 2013). 
Es muy factible que la movilización de receptores preexistentes, desde pooles 
subsinápticos contribuyera rápidamente al incremento de los receptores en las membranas, como 
fue demostrado por Bellone y Nicols (2007), como uno de los primeros pasos luego de la inducción 
de plasticidad. A medida que fueran requeridos más GluN2A-RNMDAR –por ejemplo, para la 
maduración de nuevas espinas formadas y/o el establecimiento de plasticidad en algunas sinapsis-
, la traducción local podría proveer subunidades para el ensamblado local del receptor (Udagawa y 
col., 2012; Swanger y col., 2013), permitiendo una respuesta mucho más rápida, en un tiempo 
mucho menor del que demandaría la espera del transporte de subunidades desde pooles más 
distantes; así mismo, la respuesta seguiría siendo específica, ya que estos receptores ensamblados 
localmente, se insertarían rápidamente en la membrana sináptica.  Posteriormente, la traducción 
y movilización desde el soma sería el encargado de reponer los pooles movilizados y mantener el 
turn-over habitual de las nuevas sinapsis. 
Los resultados in vivo e in vitro nos permiten proponer que, luego de la inducción de 
plasticidad o luego de un aprendizaje novedoso con componentes espaciales, existiría un 
incremento de los RNMDA conteniendo GluN2A, que podría actuar como una señal duradera  
contribuyendo a marcar las sinapsis involucradas, dando lugar al establecimiento/mantenimiento 
de la plasticidad sináptica subyacente que estaría contribuyendo a la formación y/o 
establecimiento (consolidación y persistencia) de la traza de una nueva memoria. 
 
Efectividad del vector AAV-Sh2A para la expresión de shRNAs específicos. 
 
Debido a que el bloqueo farmacológico de la subunidad GluN2A es dificultoso debido a 
que no existen compuestos lo suficientemente selectivos, ya que el NVPP-AAM077, el único 
fármaco descripto con mayor selectividad para la subunidad GluN2A (Auberson y col., 2002), sólo 
bloquea un porcentaje de los mismos y la diferencia en el rango de afinidades para GluN2A y 2B es 
escasa (Sanz Celmente y col., 2013).  Considerando además la larga tradición en desarrollo de 
vectores virales del laboratorio (Adrover y col, 2003; Cheli y col., 2006, revisado en Jerusalisnky y 
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col., 2012) Decidimos desarrollar un vector que codifica para un shRNA anti GluN2A (AAV-sh2A) 
capaz de disminuir específicamente la expresión de  la subunidad GluN2A. 
Decidimos trabajar con vectores basados en virus Adeno-Asociados (AAV), dado que no 
produce reacciones inmunes in vivo, y permite una expresión sostenida en el tiempo (Kantor y col. 
2014). Elegimos el serotipo AAV9, que transduce tanto neuronas como células de la glía (Ojala y 
col., 2015; Royo y col., 2008) 41,53. Ademas, este vector es capaz, in vivo, de atravesar la barrera 
hematoencefálica (Lentz y col., 2012, Duque y col., 2009), aportando una ventaja para futuros 
ensayos de aprendizaje y memoria u otros in vivo. 
Como se muestra en la sección resultados (Fig.28), no se observaron efectos tóxicos in 
vitro al infectar cultivos primarios de neuronas, al menos en las condiciones utilizadas y hasta 9 
DPI.  
Se pudo comprobar la expresión de los vectores AAV-sh2A y AAV-shSc, ya que los WB 
resultaron positivos para eGFP. Sin embargo, la medición de la expresión de GluN2A a nivel 
proteína, mediante Western blot (WB), no mostró diferencias significativas entre los cultivos 
infectados con cada uno de los dos vectores, comparados con aquellos no infectados. Una posible 
explicación de este resultado sería que, debido a que la eficiencia de transducción obtenida es de 
alrededor del 60-70%, se estarían incluyendo las proteínas provenientes de células GFP+ y GFP-, 
de modo tal que el efecto del ARNsh específico en la expresión de GluN2A en algunas células, 
podría resultar enmascarado.  Por lo que realizamos ensayos a nivel de mensajero, más sensibles 
en la detección de la caída de la expresión. El análisis de la expresión a nivel ARNm de GluN2A 
demostró que existe una disminución significativa en los niveles medidos en los cultivos 
transducidos con el AAV-sh2A comparado con los cultivos no infectados o tratados con el AAV-
shscramble utilizado como control. Sin embargo, sería necesario utilizar una técnica cuantitativa, 
como la PCR en tiempo real (qPCR), para confirmar estos resultados.   
Considerando  que no se encontraron cambios en la expresión de GluN2A en el 
homogenato total mediante WB, se decidió realizar un análisis de célula única mediante la técnica 
de inmunofluorescencia, que permite diferenciar células GFP+ de células GFP- y analizar, de forma 
semicuantitativa, los niveles de GluN2A en cada neurona individualmente. Así, pudimos verificar 
que existe una disminución de la expresión de la subunidad GluN2A en las células GFP+, 
correspondientes a cultivos infectados con el vector AAV-sh2A. Esta disminución se observó tanto 
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en los somas, midiendo la fluorescencia promedio de los mismos, como en las dendritas, mediante 
la cuantificación de las puncta correspondientes a GluN2A (ver Fig. 31 en resultados). 
Por otro lado, al analizar mediante inmunofluorescencia los cultivos infectados con AAV-
sh2A, observamos que las células GFP- presentaban un aumento en la expresión de GluN2A. Este 
aumento resulta significativo con respecto a las células tratadas con el vector utilizado como 
control, AAV-shSc. Esta diferencia no se observó entre células GFP+ y GFP-, en los cultivos tratados 
con el vector AAV-shSc, por lo que dicho aumento de GluN2A no estaría relacionado con la 
expresión de un ARNsh inespecífico, sino que podría estar vinculado a la inhibición de la expresión 
de GluN2A en las neuronas circundantes transducidas con el vector AAV-sh2A. 
El análisis de la postsinapsis en las células GFP+, mostró que existe un aumento de  
densidad de las espinas dendríticas en aquellas células tratadas con el vector AAV-sh2A, que no se 
observa en las tratadas con AAV-shSc. Este aumento se da a expensas de espinas inmaduras, sin 
cambios en densidad de las espinas maduras. El aumento del número total y, en particular, de las 
espinas inmaduras, podría indicar una mayor actividad preparatoria de sinaptogénesis –o de 
facilitación de la conectividad- impulsada por: La imposibilidad de maduración de las espinas 
formadas debido a la falta de la expresión de GluN2A (Yashiro y col., 2008; Gambrill y col., 2011) ,  
el establecimiento de conectividad ineficiente (Foster y col., 2010; Gambrill 2011) o una inhibición 
de la restricción al desarrollo del árbol dendrítico que impondria la subunidad GluN2A (Sepulveda 
y col.2010). 
Estos resultados abren nuevas posibilidades de estudio del rol de la subunidad GluN2A 
tanto in vitro como in vivo, haciendo de estos vectores una herramienta efectiva para su uso in 
vivo, para el estudio del rol de esta subunidad durante los procesos de memoria y aprendizaje. 
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CONCLUSIONES 
Los resultados presentados en este trabajo de tesis indican: 
 Que existe un aumento en los niveles de las subunidades del RNMDA GluN1 y GluN2A en 
el hipocampo alrededor de 70 minutos luego de la adquisición de una memoria de largo 
plazo con componente espacial durante el periodo de consolidación temprana. Este pico 
es transitorio ya que a los 90 minutos de terminado el entrenamiento, los valores de las 
subunidades no difieren del control. Los resultados obtenidos sugieren que este pico 
podría ser una marca específica de esta estructura, y podría estar relacionado con la 
consolidación temprana de una nueva información “espacial”, dando lugar a una nueva 
LTM. Los cambios encontrados luego  del testeo son controversiales y merecen un nuevo 
análisis más exhaustivo. 
 
 Comprobamos que, en un modelo in vitro, de estimulación de cultivos primarios de 
neuronas hipocampales, existen aumentos de GluN1 y Glun2A similares a los observados 
in vivo. Sin embargo, dada la compartimentalizacion en la expresión proteica, el análisis de 
este aumento debe ser considerado por separado, ya que también los mecanismos 
moleculares involucrados son distintos según la subunidad y el compartimiento analizado.  
f. En los somas, similar a lo observado in vivo, el aumento resulta significativo a los 
70 min del estímulo,  
g. mientras que en las dendritas, el aumento ocurre a partir de los 30’ para GluN2A y 
de los 45 min para GluN1.  
h. En ambos compartimientos, a los 90 min del estímulo, los valores fueron similares 
a los controles, mostrando su carácter transitorio.  
i. El aumento de GluN1 a nivel del soma, depende principalmente de: síntesis de 
novo de mensajeros por transcripción y de traducción, mientras que a nivel de las 
dendritas, depende principalmente de movilización desde pooles ya traducidos y 
retenidos en el RE a ese nivel.  
j. El aumento de GluN2A en el soma depende exclusivamente de traducción de 
mensajeros silenciados, mientras que a nivel de las dendritas, el aumento 
observado a los 75 min del estímulo tiene dos componentes en iguales 
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proporciones: el transporte de receptores GluN2A-RNMDA ya ensamblados y la 
traducción de mensajeros locales silenciados. 
 Considerando la falta de agentes farmacológicos específicos para el bloqueo de GluN2A, y 
en base a la experiencia con vectores virales de nuestro laboratorio, construimos un 
vector AAV que codifica para un shRNA anti-GluN2A. Este fue capaz de disminuir 
específicamente la expresión de GluN2A in vitro, sin toxicidad aparente, abriendo nuevas 
posibilidades para continuar estudiando el rol y los mecanismos de regulación de GluN2A, 
constituyendo una herramienta efectiva para estudios in vivo sobre los procesos de 
aprendizaje y memoria.  
Los resultados in vivo e in vitro permiten hipotetizar que, luego de la inducción de plasticidad o 
luego de un aprendizaje novedoso con componentes espaciales, existiría un incremento de los 
RNMDA conteniendo GluN2A, que podría actuar como una señal duradera, contribuyendo a 
marcar las sinapsis involucradas, dando lugar al establecimiento/ mantenimiento de la 
plasticidad sináptica, subyacente a la formación y establecimiento (consolidación y 
persistencia) de una nueva memoria. Es factible que la movilización de receptores 
preexistentes desde pooles subsinápticos, estuviera contribuyendo rápidamente al 
incremento de los receptores en las membranas constituyendo uno de los primeros pasos 
luego de la inducción de plasticidad. A medida que fueran requeridos más GluN2A-RNMDAR – 
por ejemplo, para la maduración de nuevas espinas y el establecimiento de plasticidad en las 
sinapsis involucradas -, la traducción local podría proveer subunidades para el ensamblado 
local del receptor, permitiendo una respuesta mucho más rápida, en un tiempo mucho menor 
del que demandaría la espera del transporte desde pooles más distantes; la respuesta seguiría 
siendo específica, ya que estos receptores ensamblados localmente se insertarían 
rápidamente en la membrana sináptica correspondiente. La traducción y movilización desde el 
soma, repondría los pooles movilizados y mantendría el turn-over a nivel de las nuevas 
sinapsis. 
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ABREVIATURAS 
 
AAV: Vector adeno-asociado.  
AAV-sh2A: Vector AAV que codifica para un ARNsh específico para GluN2A.  
AAV-shSc: Vector AAV que codifica para un ARNsh inespecífico scramble.  
ActD: Actinomicina D.  
ARN: Ácido ribonucléico.  
ARNm : Ácido ribonucléico mensajero.  
ARNsh: ARN short hairpin.  
BSA: Seroalbúmina bovina (del inglés Bovine serum albumin).   
CA: Campo abierto  
CHX: Cicloheximida.  
DIV: Días in vitro.  
DPI: Días post-infección.  
eGFP: Proteína verde fluorescente mejorada.  
GAPDH: (del inglés Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).  
GFP- : Neuronas que no expresan el gen reportero eGFP.  
GFP+: Neuronas que expresan el gen reportero eGFP.  
GluN1: Subunidad 1 del RNMDA.  
GluN2A: Subunidad 2A del RNMDA.  
GluN2B: Subunidad 2B del RNMDA. 
HBSS: (del inglés Hank’s Balanced Salt Solution). 
HRP: peroxidasa de rábano (del inglés Horseradish peroxidase).  
IF: inmunofluorescencia. 
KO :(del inglés Knock out).  
LO: Localización de objetos. 
LTD: Depresión de larga duración.  
LTP: Potenciación de larga duración.  
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MCP: Memoria de corto plazo.  
MLP: Memoria de largo plazo. 
MOI: Multiplicidad de infección. 
NB: Neurobasal. 
PBS: Buffer fosfato salino (del inglés Phosphate saline buffer).  
RE: Retículo endoplasmático.  
RNMDA: Receptor NMDA (responden al N-metil-D-aspartato).   
RNMDA-GluN2A: Receptor NMDA conteniendo GluN2A.  
RNMDA-GluN2A2: RNMDA con dos subunidades regulatorias GluN2A. 
 RNMDA-GluN2B: Receptor NMDA conteniendo GluN2B. 
RNMDA-GluN2B2: RNMDA con dos subunidades regulatorias GluN2B. 
RO: Reconocimiento de objetos. 
SNC: Sistema nervioso central.  
UA: Unidades arbitrarias.  
WB: Western Blot. 
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